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“Sperate nel presente. 
 Ci sono momenti in cui è difficile credere nel futuro, 
 quando non si ha abbastanza coraggio. 
Quando accade, concentratevi sul presente, 
 coltivate la felicità delle piccole cose finché non tornerà il coraggio.  
Aprite il cuore alla bellezza del momento successivo, 
dell’ora seguente, della promessa di un buon pasto, 
di un buon sonno, di un libro, di un film, 
della possibilità che stanotte le stelle risplendano 
 e che domani ci sarà il sole. 
 Affondate le radici nel presente 
finché non sentirete in voi la forza di pensare al domani” 
 
 












Negli ultimi anni, particolare attenzione è stata rivolta alla protezione della salute umana dal rischio 
igienico-sanitario associato alla balneazione.  
Il litorale apuo-versiliese è una fascia costiera in cui la qualità delle acque di balneazione è compromessa 
dalla presenza delle foci fluviali di tre piccoli corsi d'acqua, i fossi Fiumetto, Motrone e Abate, che per 
questo motivo saranno oggetto di una sperimentazione volta all'abbattimento delle cariche microbiche, 
con impianti di sanificazione che verranno posizionati entro la fine del 2015. 
Le acque contaminate trasportate dai fiumi possono infatti ripercuotersi sull'idoneità alla balneazione 
delle acque di mare che ricevono i loro apporti e, nel lungo periodo, sulla classificazione delle aree di 
balneazione secondo quanto previsto dalla normativa vigente (D. Lgs. 116/08). Per approfondire il 
contesto microbiologico sono stati analizzati campioni raccolti in prossimità delle foci fluviali. L'analisi 
è stata estesa, oltre agli indicatori batterici di contaminazione fecale, anche ad adenovirus umano e ai 
patogeni batterici. Tra gli indicatori batterici sono stati scelti E. coli e enterococchi intestinali ed 
adenovirus umano. Tra i microrganismi patogeni è stata scelta Salmonella spp. 
Il prelievo dei campioni è stato effettuato da ponti e i campioni sono stati trasportati in laboratorio Sono 
stati raccolti volumi diversi in relazione al tipo di analisi: taniche da 10L per adenovirus, bottiglie da 1L 
per Salmonella spp. e provette da 50 ml per gli indicatori di contaminazione fecale.  
Gli indicatori di contaminazione fecale sono stati determinati attraverso kit commerciali standardizzati 
ISO 9308-3 per E. coli e ISO 7899-1 per enterococchi.  
La presenza di Salmonella spp. è stata determinata attraverso il metodo delle membrane filtranti, 
seguendo il protocollo ISPRA, sezione 7000 “Metodi per la determinazione di microrganismi indicatori 
d'inquinamento e di patogeni” (APAT, 2003). Il metodo consente di valutare la presenza/assenza di 
Salmonella in un determinato volume di acqua (1 litro).  
I campioni per la ricerca virale sono sottoposti a ultrafiltrazione tangenziale a due stadi per la 
concentrazione delle particelle virali e successivo trattamento al cloroformio per l'abbattimento della 
carica batterica e la rimozione dei contaminanti chimici. I concentrati sono analizzati attraverso metodo 
molecolare ,PCR quantitativa. L'indagine molecolare consiste in una fase preliminare di estrazione del 





Il monitoraggio condotto sui tre corsi d'acqua ha mostrato complessivamente una ridotta concentrazione 
dei batteri indicatori. Sono state rilevate positività per E. coli in 11 e per enterococchi in 14 dei 26 
campioni esaminati, mentre per gli altri campioni i livelli dei batteri indicatori sono risultati inferiori 
rispetto al limite di rilevabilità della tecnica di 0.38 MPN/100ml.  Nelle due date in cui il prelievo è stato 
effettuato con pioggia (27 Luglio e 24 Agosto), tutti i campioni sono risultati positivi agli indicatori, ed 
inoltre in queste date sono stati registrati i livelli di batteri indicatori più elevati: 3.5 MPN/100 ml per gli 
enterococchi nel fosso Motrone nel prelievo del 27 Luglio e 93.66 MPN/100ml per E. coli nel fosso 
Fiumetto nel prelievo del 24 Agosto. Tutti i campioni analizzati sono risultati negativi per la presenza di 
Salmonella spp; mentre  nei tre corsi d'acqua i livelli di HAdV raggiungono mediamente le 10
7 CG/10L. 
Nel fosso Fiumetto la concentrazione virale oscilla tra 4.54 x 10
6 e 1.31 x 10
8 
CG/10L ;nel fosso Motrone 
la concentrazione oscilla tra 7.75 x 10
6 
e 2.81 x 10
8 CG/10L  e infine nella fossa dell'Abate la 
concentrazione varia tra un minimo di 6.82 x 10
5 e 3.85 x 10

























In recent years, particular attention has been paid to the protection of human health from the risk of 
sanitation associated with bathing. On the Apuo-Versilia coastline the bathing water quality is 
compromised by the presence of the river mouths of three small streams:  Fiumetto, Montrone and Abate, 
which  will be the subject of an experiment aimed at the reduction of microbial loads, with sanitation 
facilities that will be installed by the end of 2015. The contaminated water carried by rivers may affect 
the suitability for bathing sea waters on the classification of bathing areas in accordance with the 
regulations in force (Legislative Decree 116/08). To deepen the microbiological context ,in addition to 
bacterial indicators of fecal contamination ,the analysis was extended to human adenovirus and bacterial 
pathogens. As bacterial indicators were chosen E. coli and intestinal enterococci and human Adenovirus. 
Among the pathogenic Salmonella spp was chosen. The sampling was performed from bridges and 
samples were delivered to the lab were collected different volumes depending on the type of analysis: 
cans of 10 l for Adenovirus, bottles of 1 l for Salmonella spp. and 50 ml tubes for indicators of fecal 
contamination. Indicators of fecal contamination were determined through standardized ISO 9308-3 
commercial kits for E. coli and ISO 7899-1 for Enterococci. The presence of Salmonella spp. was 
determined through the method of membrane filters, following the Protocol ISPRA, section 7000 
"methods for determining of pollution indicators and pathogenic microorganisms" (APAT, 2003). The 
method evaluates the presence/absence of Salmonella in a given volume of water (1 litre). Samples for 
viral research were subjected to tangential microfiltration in two stages for the concentration of viral 
particles and subsequent treatment with chloroform to kill bacteria and remove chemical contaminants. 
The concentrates were analyzed through the molecular method, PCR. The molecular investigation is at 
a preliminary stage of extraction of viral genome followed by Real Time PCR. 
Monitoring conducted on the three rivers showed a reduced concentration of the bacteria indicators. 
Positive results for E. coli were detected in 11 and 14 of the 24 samples examined in enterococci, while 
for the remaining samples for bacteria levels indicators were lower than the detection limit of 0.38 








On the two dates when the withdrawal was carried out with rain (27 July and 24 August), all samples 
were positive, and also on these dates higher levels of bacteria MPN/100 ml were recorded:  
3.5 indicators for enterococci in the Motrone on 27 July and sampling 93.66 MPN/100 ml for E. coli in 
the Fiumetto on August 24 collection. 
 All samples tested were negative for the presence of Salmonella spp; while in the three rivers HAdV 
levels reached the average CG 107/10 l. In the Fiumetto viral concentration varied between 106 and 1.31 
x 108 x CG 4.54/10 l; in the Motrone concentration ranged between 7.75 x 2.81 x 106 and 108 CG/10 l 






























L’uomo con le sue azione influenza pesantemente le dinamiche ecologiche ma a sua volta è influenzato 
dalle perturbazioni che lui stesso ha prodotto: la varietà e l’entità di tali perturbazioni è andata 
aumentando esponenzialmente nell’ultimo secolo, determinando una sempre maggiore presa di 
coscienza della responsabilità umana verso l’ambiente. Si sono quindi moltiplicati gli studi e gli 
interventi per la tutela ambientale e per lo sviluppo sostenibile, fino a portare all’adozione nel 1992 del 
programma delle Nazioni Unite “Agenda 21” che consiste in una pianificazione a livello mondiale, delle 
azioni da intraprendere in ogni area in cui la presenza umana ha impatti sull’ambiente. 
Il programma prevede una sinergia tra diversi figure tecniche atte a studiare le problematiche e a 
pianificare delle azioni di bonifica; con l’uso strategico di azioni comunicative per incoraggiare e 
sensibilizzare la popolazione. I contenuti dei messaggi debbono essere recepiti e messi in pratica dal 
pubblico soprattutto per quanto riguarda l’uso consapevole delle risorse naturali, quali l’acqua. 
L’acqua in natura non può essere assolutamente “pura”: a seconda dei materiali e delle altre matrici con 
cui viene a contatto, essa contiene sostanze disciolte inorganiche e organiche, particelle solide e 
microrganismi di origine diversa e con diverso possibile impatto sulla salute. 
L’uso dell’acqua che espone maggiormente a pericoli per la salute è indubbiamente quella potabile. 
Tuttavia, anche l’uso ricreazionale, in particolare la balneazione, espone al contatto con cute, occhi, 
orecchie e mucose a sostanze pericolose per la salute. 
L’analisi dei casi in cui un organismo, un sistema o una popolazione possono essere esposti a un pericolo 
con conseguente rischio di effetti negativi sulla salute è denominata: analisi del rischio. 
Nell’uso comune i termini “pericolo” e “rischio” vengono considerati interscambiabili. In realtà con 
“pericolo” s’intende la qualità o proprietà intrinseca di una determinata entità avente il potenziale di 
causare danni.  
Il “rischio” invece è la probabilità matematica che un evento (in teoria non necessariamente negativo) si 
verifichi, ovvero che sia raggiunto il livello potenziale di danno. 
Esistono varie tipologie di pericolo in base all’ambiente in cui ci troviamo. Il termine “ambiente” secondo 
una accreditata definizione dell’OMS (Organizzazione Mondiale della Sanità), rappresenta un sistema 
integrato di fattori e di influenze esterne (fisiche, chimiche, biologiche e sociali) che possono esercitare 




L’ambiente di vita va considerato non come “uno scenario passivo in cui si realizza l’evento malattia, 
ma un contesto attivo nel quale si svolgono le interazioni fra agenti/fattori di malattia ed 
individuo/collettività”.  
La salute è un completo benessere fisico, mentale e sociale e non consiste solamente in una assenza di 
malattia o di infermità. (Atto di Fondazione O.M.S., 1946).  
Il rischio ambientale chiama in causa il rapporto della società con la natura e con la tecnologia. 
La gestione delle risorse idriche è necessaria per limitare le ripercussioni per l’ambiente e per la salute 
umana determinate dagli effetti di numerose attività antropiche (turismo, industria, urbanizzazione, 
trasporti, scarichi e depurazione, ecc.), che alterano le caratteristiche delle acque, sia in qualità che in 
quantità.  
Bisogna, poi, considerare che, oltre alla presenza di fonti potenziali di contaminazione, diversi fattori e 
specificità del territorio intervengono a condizionare la qualità delle acque lungo le coste (e nei laghi): 
meccanismi di trasferimento (fiumi, torrenti, scarichi diretti), sistemi di mitigazione artificiale (ad 
esempio, il trattamento delle acque reflue) e naturale (diluizione, auto depurazione, bioaccumulo, ecc.), 
caratteristiche meteoclimatiche, geomorfologiche, idrodinamiche (maree, correnti, moto ondoso) e 
biologiche.  
In tema di balneazione, inoltre, è immediatamente percepibile l’importanza strategica di questa risorsa 
per vasti settori economici (turismo), tanto da essere imprescindibile per interi territori (fascia costiera, 
isole, ecc.), e le politiche ambientali devono necessariamente integrarsi con quelle di tutela sanitaria e di 

























1.1 ANALISI DEL RISCHIO 
 
1.1.1 TIPOLOGIE DI PERICOLO 
 
Le tipologie di pericolo associate agli ambienti di acque costiere ad uso ricreativo ricadono nei seguenti 
gruppi:  
- pericoli fisici  
- freddo, caldo e luce solare  
- qualità dell’acqua  
- contaminazione della sabbia  
- alghe e loro prodotti tossici  
- agenti chimici e fisici  
- organismi acquatici pericolosi. 
Negli ultimi anni molta attenzione si è focalizzata sui pericoli di natura microbica. In particolare, i rischi 
sulla salute dovuti alla contaminazione di origine fecale delle acque chiare sono stati oggetto di interesse 
pubblico e scientifico (OMS, 2003).  
Ultimamente si sta sviluppando una politica per il controllo dei rischi sulla salute e conseguente gestione 
per il benessere nelle acque ad uso ricreativo, che si basano sulla valutazione preventiva degli stessi 
rischi. La valutazione e il controllo si basano sull’esperienza e sull’applicazione del senso comune, come 
l’interpretazione dei dati.   
L’inquinamento di tipo fecale delle acque costiere ad uso ricreativo, influenza parecchie persone che ne 
fanno uso. La maggior parte mostra sintomi di leggere gastroenteriti ma i pericoli non sono limitati a 
questo; potenzialmente includono malattie febbrili respiratorie acute, infezioni alle orecchie. Per 
verificare lo stato di salute di spiagge e acqua bisognerebbe prendere in considerazione alcuni fattori 
chiave: 
 - presenza e natura dei pericoli naturali e artificiali;  
- severità del pericolo in termini di conseguenze sulla salute;  
- disponibilità e applicabilità di rimedi;  
- frequenza e densità d’uso; 






A parità di rischio vengono prese misure diverse a seconda che le aree siano più o meno sfruttate o più 
sviluppate. Spesso viene usato un approccio schematico per comparare i vari pericoli che si corrono 
nell’utilizzare acque costiere ad uso ricreativo. Il grafico che ne viene fuori ci permette di mettere in 

















 Figura 1 – Appro cio schematico per comparare i pericoli per l  s lute urante l’uso delle 
acque ricreazionali 
 
                                  Fonte: World Health Organization, 2003 
 
Negli ultimi tempi sono stati fatti molti studi riguardo al legame tra alcune 
patologie riscontrate dai bagnanti, come gastroenteriti e altre malattie 
trasmissibili, e la contaminazione fecale delle acque. Si può affermare che le 
informazioni epidemiologiche sono più affidabili dei dati statistici pubblici, in 
quanto progettate per eliminare ogni tipo di errore di interpretazione. Questo 
rigore ne limita però l’applicazione a pochi tipi di pericolo, impedendoci di 
misurare il completo intervallo di variazione delle conseguenze sulla 
popolazione. 
Si possono avere diversi gradi di contatto ed è importante comprenderli, in 
base all’uso che si vuole fare delle acque di balneazione, per sviluppare 
un’eventuale strategia di riduzione del rischio. 




1.1.2 GESTIONE DEL RISCHIO 
L’ispezione sanitaria è volta ad identificare tutte le possibili sorgenti di contaminazione fecale. Le tre 
principali sono gli scarichi fognari, le foci dei fiumi e la contaminazione da parte dei bagnanti. Altre 
sorgenti includono le fosse settiche vicino alle spiagge e le navi.  Le informazioni da raccogliere nelle 
ispezioni dovrebbero coprire:  
- presenza/assenza di cascate fognarie, scarichi di fiumi 
 - tipologia 
 - tipo di trattamento delle fogne 
 - densità di bagnanti  
- diluizione 
 
L’ OMS ha stabilito delle linee guida che prevedono l’adozione di un Water Safety Plan (WSP) per la 
gestione del rischio idrico. 
Il WSP ha come scopo la prevenzione della contaminazione durante la distribuzione e lo stoccaggio, la 
programmazione di azioni di monitoraggio dell’acqua, l’adozione di misure di sanificazione e di una 
manutenzione dei sistemi idrici. Prevede, inoltre, attività di valutazione del rischio, con l’identificazione 
e la categorizzazione dei pericoli in ciascuna fase di produzione e distribuzione dell’acqua; sono anche 
previste attività di gestione del rischio con l’individuazione delle azioni correttive e preventive finalizzate 
al contenimento del rischio di infezioni idrodiffuse. 
Come prima cosa si procede con l’istituzione di un team multidisciplinare necessario per sviluppare 
un’efficace WSP. 
L’operazione successiva prevede una descrizione dettagliata del sistema idrico in esame, operazione che 
risulta essenziale nell’identificazione dei punti di vulnerabilità del sistema , della tipologia di pericoli e 
delle misure di controllo. Tale descrizione dovrà rappresentare in dettaglio il sistema in tutte le 







Si procede con l’identificazione del pericolo e la valutazione del rischio. In questa fase verranno 
esaminati tutti i potenziali pericoli biologici, fisici e chimici, associati ai diversi elementi del sistema 
idrico, che possono incidere sulla qualità e sicurezza dell’acqua. il rischio associato a ciascun pericolo 
potrà essere descritto individuando la probabilità di accadimento (ad es. “certo”, “possibile”, raro”.) 
In concomitanza con l’individuazione dei pericoli e la valutazione dei rischi, il team del WSP dovrà 
individuare le misure di controllo e documentare e validare l’efficacia di quelle preesistenti, anche 
attraverso ispezioni in loco e monitoraggio. Qualora questo step identificasse dei rischi significativi per 
la  sicurezza dell’acqua e dimostrasse che i sistemi di controllo  non sono efficaci oppure assenti, allora 
verrà elaborato un piano di miglioramento/aggiornamento. 
Le procedure di gestione, che documentino le azioni da intraprendere sia quando il sistema è operativo 
in condizioni normali sia in presenza di incidente (azioni correttive), sono parte integrante del WSP. 
Inoltra, l’elaborazione di programmi di sostegno, principalmente attraverso attività di formazione e 
ricerca, consente lo sviluppo di conoscenze, competenze e della capacità di gestire sistemi che forniscono 






















1.1.3 RISCHIO MICROBIOLOGICO 
 
Ogni indice usato per la gestione del rischio biologico dà solo un’idea approssimativa dell’efficacia della 
rimozione patogena nelle acque, perciò è fondamentale tenere conto di tutti i fattori che eliminano o 
influenzano questi indici fecali. La QMRA (Quantitative Microbial Risk Assessment), viene usata per 
stimare indirettamente il rischio di malattie predicendo le infezioni dalla densità di particolari agenti 
patogeni, con appropriati modelli dose/risposta per la popolazione esposta. L’applicazione della QMRA 
per le acque ad uso ricreativo è purtroppo limitata dalla mancanza di dati specifici di qualità dell’acqua 
per molti patogeni e dal fatto che il numero di patogeni varia con la prevalenza di un agente patogeno 
specifico e può esibire un trend stagionale. (US EPA, 2007; Boehm et al., 2009)  
Data l’oggettiva difficoltà si rende necessario che uno screening a livello generale della verifica del 
rischio (SLRA = Screening-level Risk Assessment) sia il primo step per identificare la necessità di altri 
dati e di una verifica quantitativa.  
Occorre usare una certa cautela in fase d’interpretazione poiché il rischio di infezione o di malattia da 
esposizione a microrganismi patogeni è fondamentalmente diverso dal rischio associato ad altri 
contaminanti, come ad esempio le sostanze tossiche.  
Nonostante la differenza il rischio da microrganismi viene calcolato allo stesso modo di quello da agenti 
chimici. Utilizzando la stessa metodologia dei chimici, per effettuare lo screening iniziale (SLRA) viene 
usato un agente patogeno rappresentativo per caratterizzare conservativamente il suo gruppo microbico. 
Di conseguenza, le stime conservative di esposizione a ciascun gruppo patogeno (virus, batteri, ecc...) 
possono essere usate per caratterizzare il rischio totale dovuto a ciascun gruppo. I risultati della SLRA 
dovrebbero indicare l’ordine di grandezza del rischio, se sono necessari altri dati e se i rischi sono 
dominati da un’unica classe di patogeni.  
Sfortunatamente però i microrganismi che rispondono alla relazione dose/risposta sono pochi e la SLRA 
è limitata a questi.  
La gamma di microbi da cui selezionare patogeni di riferimento per un particolare sito , includono: per i 
virus enterici, rotavirus, adenovirus e  norovirus; per i batteri enterici, Salmonella enterica (vari sierotipi), 
Campylobacter jejuni e E.coli O157:H7; e per i protozoi; Cryptosporidium parvum e Giardia lambia 
(Haas et al., 1999; US EPA, 2005; Teunis et al., 2008). 
In alternativa alla SLRA possono essere usati modelli di trasmissione delle malattie per la verifica dei 
rischi associati all’esposizione ad organismi patogeni (OMS, 2003), ma per vari motivi questo approccio 




A favore della QMRA possiamo attestare che i vantaggi potenziali e le limitazioni delle opzioni di 
gestione del rischio possono essere esplorati tramite simulazioni numeriche atte ad esaminarne l’efficacia 
potenziale e il rischio sotto i livelli epidemiologici misurabili. Da ciò deriva che, nonostante le sue 
limitazioni, la QMRA può essere uno strumento utile per lo screening del rischio alla salute pubblica dei 
siti acquatici ricreazionali e per determinare l’efficacia potenziale delle alternative di gestione attraverso 
l’integrazione di un’ampia gamma di dati. Essa fornisce delle analisi scientifiche credibili che possono 
essere usate in congiunzione con investigazioni epidemiologiche in loco per verificare il rischio sulla 
salute umana.  
In acque altamente contaminate da scarichi fognari si può stimare la concentrazione dei patogeni in acqua 
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1.1.4 COMUNICAZIONE DEL RISCHIO 
Lo studio delle acque di balneazione si basa su due elementi: classificazione microbiologica delle acque 
e informazione pubblica di buone qualità. 
Informare il pubblico rappresenta l’ultima fase del processo di analisi del rischio. 
L’espressione “comunicazione del rischio” si riferisce allo scambio fra differenti soggetti di informazioni 
riguardanti eventi, fenomeni, attività, processi che comportano la possibilità di un danno alla salute o 
all’ambiente. La comunicazione del rischio può essere definita come lo scambio di informazioni e di 
valutazioni sul rischio tra gli esperti, le pubbliche amministrazioni, i mass media, i gruppi di interesse e 
i cittadini, finalizzato ad aiutare a prendere decisioni circa l’accettare, ridurre o evitare il rischio (Leiss, 
1996; Pietrantoni et al., 2009). La comunicazione del rischio fa parte di quelle comunicazioni di tipo 
tecnico o scientifico che hanno lo scopo di informare, educare o persuadere i riceventi. Rispetto alla 
comunicazione tecnica o scientifica, tuttavia, la comunicazione del rischio riguarda, appunto, l’incertezza 
associata a un possibile esito negativo e mira a raggiungere uno specifico cambiamento. Gli scopi di tale 
tipo di comunicazione possono essere molto diversi tra loro: motivare le persone ad adottare determinate 
precauzioni, stimolare la popolazione a raggiungere un determinato consenso rispetto a decisioni da 
prendere, tranquillizzare rispetto a un rischio o al contrario allertare i destinatari, sollecitando un 
adeguato grado di preoccupazione e di azione. La scelta di comunicare il rischio può dipendere, in 
qualche caso, anche da ragioni non strettamente legate alla gestione del rischio come i vincoli normativi. 
Tra i destinatari della comunicazione, inoltre, ci possono essere specifici gruppi vulnerabili, che 
richiedono, più di altri, che le campagne e i messaggi siano adattati ai loro bisogni e alle loro 
rappresentazioni per potere avere una qualche efficacia. È importante in questi casi che vi sia uno sforzo 
per costruire un’idea comunicativa rafforzata da una maggior conoscenza delle esigenze/caratteristiche 
dei destinatari e dalla condivisione con essi di linguaggi e strumenti di comunicazione per identificare in 
modo più chiaro quali ragioni possono motivare al comportamento di prevenzione (Zani et al., 2009; 
Pietrantoni, 1999). 
In conclusione, vale la pena ricordare le sette regole cardinali per la comunicazione del rischio proposte 
da Covello e Allen (1988):  
1. Accettare e coinvolgere il pubblico come partner legittimo 






3. Ascoltare le preoccupazioni specifiche del pubblico 
 4. Essere chiari, franchi e aperti  
5. Coordinarsi e collaborare con altre fonti credibili  
6. Andare incontro alle esigenze dei mezzi di comunicazione  
 7. Esprimersi chiaramente e con sensibilità 
 
 

























































I SEZIONE I: 
LA COMUNICAZIONE ISTITUZIONALE DEI RISCHI
1 Rischio e percezione del rischio
Comunicare sul rischio significa occuparsi di questioni che hanno a che fare con la salute 
e la sicurezza (nella doppia accezione di safety e security) delle persone (e dell’am-
biente), e con le conoscenze, gli atteggiamenti e i comportamenti. Spesso si tratta di 
questioni controverse, rispetto alle quali i fatti e le conoscenze scientifiche sono incerte 
o insufficienti a sedare timori e paure “irrazionali”; a volte si tratta di questioni che chia-
mano in causa lo stile di vita e attivano resistenze al cambiamento; altre volte si tratta di 
questioni che esplodono improvvisamente richiedendo l’adozione tempestiva e diffusa 
di specifiche misure precauzionali. Per ognuna di queste situazioni la comunicazione sul 
rischio ha obiettivi diversi delineando diverse tipologie comunicative. In ogni caso co-
municare sul rischio significa confrontarsi con questioni complesse, di fronte alle quali la 
soluzione apparentemente più ovvia e razionale – accettare il messaggio degli esperti in 
materia – spesso risulta di difficile attuazione. Alcune ragioni di queste difficoltà a effet-
tuare scelte razionali riguardano direttamente la maniera in cui noi percepiamo i rischi. 
Altre hanno a che fare in senso più generale con il modo in cui le persone gestiscono i 
processi di conoscenza e interagiscono nel mondo sociale. 
Definire il rischio
Le persone tendono a utilizzare i termini “pericolo” e “rischio” come sinonimi. In re-
altà si tratta di due concetti correlati ma distinti. Il pericolo rappresenta un oggetto o 
un evento che può provocare danni a chi ne viene in contatto. Il fuoco, le radiazioni, i 
batteri sono esempi di pericoli. Il rischio, invece, è una perdita o un danno potenziale 
di gravità variabile determinati dall’esposizione al pericolo. Tuttavia può capitare che si 
usino i due termini in modo intercambiabile. 
Il rischio può essere considerato come probabilità di fare/subire danni di una certa 
entità in relazione all’esposizione al pericolo. Questa probabilità può essere misurata 
in termini oggettivi tramite il calcolo delle probabilità. In questi termini il rischio viene 
definito con la formula:
R = P × G (Rischio = Probabilità x Gravità)
dove R è il rischio che si vuole oggettivamente definire, P è la probabilità di venirne a 
contatto e G indica la gravità del danno o le sue conseguenze.
Diversamente, si può parlare di rischio in termini soggettivi, facendo riferimento al 
rischio percepito dagli individui. In questo caso la formula diventa:
R= Hazard + outrage2
dove R è il rischio che si definisce soggettivamente come conseguenza della valutazione 
del pericolo (hazard) ma anche delle emozioni suscitate (outrage). Secondo Sandman 
(1993), la componente hazard è il frutto di una valutazione “da esperti” probabilistica, 
tipica del risk assessment. Tuttavia tale valutazione probabilistica è influenzata dall’ou-
trage, che è l’elemento chiave che le persone utilizzano per stimare il rischio. Le persone 
pensano più facilmente di essere in pericolo se sono turbate; se non lo sono, possono 
trovarsi in una situazione di pericolo, senza rendersene conto. 
Una comunicazione del rischio può quindi essere orientata alla rassicurazione quando 
il pericolo effettivo è basso ma la popolazione è molto preoccupata, all’allertamento 
quando il pericolo effettivo è alto e la paura della popolazione è bassa. Quando il pe-
ricolo effettivo è elevato e lo è anche la paura nella popolazione, la situazione diventa 
critica e la comunicazione è finalizzata a gestire efficacemente la crisi.
La percezione del rischio
La percezione del rischio è l’esito di un processo psicologico complesso che chiama in 
causa una pluralità di variabili. Ne richiamiamo alcune, che ci appaiono importanti, per 
la rilevanza che hanno in rapporto alla comunicazione del rischio. 
Il contenuto affettivo associato al rischio. La centralità della dimensione emotiva nella 
spiegazione della percezione del rischio caratterizza i modelli teorici elaborati nell’ am-
bito della prospettiva “rischio come emozione” (risk as feelings perspective), secondo 
2 Il termine outrage significa indignazione, scandalo, offesa, con esso si indica un aspetto dell’espe-




















I tipi di comunicazione in base al pericolo effettivo (hazard) 




1.2 CONTAMINAZIONE FECALE DELLE ACQUE DI BALNEAZIONE 
La contaminazione fecale può essere un problema sia di acque superficiali che di acque costiere ad uso 
ricreativo e la sua identificazione rappresenta la prima fase dell’analisi del rischio (risk analysis).  
 
Figura 4- le tre componenti dell’analisi del rischio        
 
Nel caso di acque di balneazione l’inquinamento può derivare da scarichi fognari non depurati a norma 
di legge o da escrementi di animali; in entrambi i casi le particelle di origine fecale possono causare 
problemi alla salute di varia entità. 
La normativa vigente definisce come acque destinate alla balneazione tutte le acque superficiali, interne 
(fiumi e laghi) e marine, dove «l'autorità competente prevede che venga praticata la balneazione e non 
ha imposto un divieto permanente» (D.Lgs. 116/08).  
La balneazione determina l'esposizione ad una ampia varietà di microrganismi, alcuni dei quali autoctoni 
dell'ambiente acquatico, ma per la maggior parte si tratta di microbi derivanti dal tratto gastrointestinale 
degli animali a sangue caldo e dell'Uomo, introdotti nelle acque in seguito ad episodi di contaminazione 
















Tabella 1-Categorie di microrganismi patogeni che possono essere presenti nelle acque di balneazione 
 
 
Nelle acque ad uso ricreativo è presente una miscela di microrganismi, patogeni e non. 
 Le sorgenti di contaminazione fecale possono essere suddivise in puntuali e non puntuali in relazione 
alla loro localizzazione nel sistema idrologico. Le acque reflue rappresentano sorgenti puntuali di 
contaminazione microbiologica, poiché è prevista la restituzione all'ambiente (previo trattamento) in 
punti ben localizzati del sistema idrologico, in cui vengono scaricati gli effluenti degli impianti di 
depurazione.  
Le sorgenti non puntuali di contaminazione sono associate al dilavamento dei suoli, sia agricoli, 
potenzialmente contaminati dallo spandimento dei fanghi dei depuratori (fertilizzanti), sia destinati 
all'allevamento, contaminati direttamente dalle deiezioni del bestiame. Tra le sorgenti non puntuali 
rientrano inoltre gli scarichi non autorizzati (scarichi “abusivi”) poiché non sono localizzabili nel sistema 
idrologico.  
Sebbene i sintomi-non- enterici si manifestino meno frequentemente rispetto alle gastroenteriti, si 
presentano con un quadro clinico più severo, provocando il maggior numero di ospedalizzazioni 
nell'ambito delle malattie associate all'uso ricreativo delle acque. 
Tutti questi microrganismi causano infezioni intestinali, a seguito di ingestione o infezioni dell’apparato  
respiratorio, degli occhi, delle cavità nasali e della pelle(Prüss, 1998; Wade et al., 2003). Nella maggior  
parte dei casi si tratta di infezioni leggere e difficili da scoprire attraverso i normali canali di sorveglianza,  
in altri casi si presentano con un quadro clinico più severo, provocando il maggior numero di 








1.1 Inquinamento microbiologico delle acque di balneazione 
 
La normativa vigente definisce come acque destinate alla balneazione tutte le acque superficiali, interne 
(fiumi e laghi) e marine, dove «l'autorità competente prevede che venga praticata la balneazione e non ha 
imposto un divieto permanente» (D.Lgs. 116/08). La balneazione determina l'esposizione ad una ampia 
varietà di microrganismi, alcuni dei quali autoctoni dell'ambiente acquatico, ma per la maggior parte si 
tratta di microbi derivanti dal tratto gastrointestinale degli animali a sangue caldo e dell'Uomo, introdotti 
nelle acque in seguito ad episodi di contaminazione fecale, umana o animale (tabella 1). 
 
Tabella 1 - Categorie di microrganismi patogeni che possono essere presenti nelle acque di balneazione 





Shigella spp. (4 specie patogene) 
Escherichia coli enterotossigeno (O157) 




Norwalk agent (es. Norovirus) 
Enterovirus (72 tipi, ad esempio polio, echo, and 
coxsackie viruses) 






Amebe a vita libera (Acanthamoeba, Naegleria 






* Specie presenti in acque con diversa salinità  






Ad ogni modo molto dipende dalle dosi, cioè dal numero di microrganismi che possono causare malattie; 
ed alle caratteristiche dei patogeni specifici, alle condizioni di esposizione e alla sensibilità della persona.  
 
Figura 5- Fonti d’inquinamento fecali 
 
                                                               
        
       
 
 
1.2.1 MICRORGANISMI INDICATORI 
Si definisce indicatore un parametro o una specie (chimica, fisica, biologica) avente una relazione, 
razionale o empirica stretta, con un fenomeno o una caratteristica ambientale, per cui esso è in grado di 
riassumere le caratteristiche generali del fenomeno o del comparto ambientale anche se ne descrive 
fisicamente solo una parte (Gilli et al.,2010) .Dalla nascita del concetto d’indicatore, si fece inizialmente 
largo uso di indicatori di tipo qualitativo in quanto la presenza o assenza dell’indicatore rappresentava la 
presenza o l’assenza di un determinato fenomeno.  Si è poi passati all’uso degli indicatori di tipo 
quantitativo, dove la presenza dell’indicatore in quantità superiore a un certo limite stabilito viene ascritta 






L’utilità degli indicatori risiede nella diminuzione del numero di analisi di controllo necessarie per un 
adeguato monitoraggio, per cui tali indicatori si sono modificati e arricchiti nel corso del tempo con 
l’evoluzione del cambiamento dell’inquinamento delle risorse idriche. 
Tradizionalmente, i microrganismi indicatori sono stati usati per suggerire la presenza di patogeni (Berg, 
1978). Oggi, tuttavia, si è capito come mai a volte si trovino gli indicatori e non i patogeni, o viceversa. 
In breve, non c’è correlazione tra il numero di certi indicatori e patogeni enterici (Grabow 1996). 
Il concetto di indicatore microbiologico risale al secolo scorso. Nel 1849 in On the mode of 
communication of cholera John Snow aveva suggerito la correlazione tra colera ed acqua distribuita alla 
popolazione e cinque anni più tardi dimostrò e documentò la prima epidemia di origine idrica, 
un’epidemia di colera sviluppatasi a Londra nel quartiere di Soho (Percival et al. 2000). Nel 1891 si 
sosteneva che la rilevazione dei microrganismi presenti nei liquami poteva dare utili indicazioni sulla 
eventuale contaminazione delle acque utilizzate dalla popolazione a scopo potabile. In seguito ci si 
orientò alla selezione, nell’ambito dei microrganismi presenti in acque contaminate, di gruppi di batteri 
indicatori di contaminazione.  
Houston affermò l’importanza di rilevare nelle acque microrganismi come i coliformi, gli streptococchi 
fecali ed i clostridi, che facendo parte della flora intestinale dell’uomo e degli animali potevano dare una 
stima del grado di contaminazione fecale e fungere da indicatori della presenza di patogeni fecali 
nell’acqua contaminata (Percival et al. 2000).  
L’indicatore deve possedere specifici attributi affinché il suo rilevamento acquisti significatività in 
relazione al rischio reale costituito dalla presenza dei patogeni. Negli anni ‘60 Bonde ha selezionato e 
descritto i criteri mirati alla individuazione di un gruppo di microrganismi o di un microrganismo con 
funzione di indicatore ideale di contaminazione fecale di ambienti idrici (Bonde et al. 1966).  
Secondo i criteri di Bonde l’indicatore:  
1) deve essere sempre presente nelle deiezioni umane ed animali;  
2) non deve replicarsi nell’ambiente;  
3) deve essere presente in numero più elevato dei patogeni;  
4) deve essere resistente alle condizioni tipiche di ambienti idrici naturali o modificati per l’applicazione 




5) deve crescere rapidamente su terreni di coltura;  
6) deve esplicare reazioni caratteristiche e semplici in modo che in tempi più rapidi possibili sia possibile 
una sua identificazione certa;  
7) deve essere distribuito uniformemente nel campione da analizzare o deve essere possibile ottenere una 
distribuzione uniforme con semplici procedure di omogeneizzazione;  
8) una volta seminato in terreni di coltura deve crescere bene indipendentemente dalla presenza di altri 
microrganismi; cioè, la sua crescita non deve essere inibita dalla presenza di altri gruppi microbici.  
I primi quattro requisiti proposti da Bonde si riferiscono alla relazione tra organismo indicatore e 
patogeno di interesse, gli altri quattro descrivono le proprietà associate alla quantificazione 
dell’indicatore. Per almeno 40 anni i requisiti indicati da Bonde per la individuazione di un indicatore 
ideale sono serviti come modello per gli indicatori di contaminazione fecale e gli indicatori 
dell’efficienza dei trattamenti.  
Con l’avvento di nuovi metodi, in particolare, le tecniche di biologia molecolare, il concetto d’indicatore 
è mutato. 
Gli indicatori della qualità microbiologica di un ambiente idrico possono avere funzioni diverse in 
relazione al tipo di valutazione che si vuole fornire per quel determinato ambiente.  
Un indicatore può, ad esempio essere utilizzato per la valutazione di pericoli potenziali o per valutare il 
tipo di esposizione, ma anche per identificare l’origine della contaminazione o per valutare l’efficacia di 
interventi adottati per ridurre il rischio, ecc. A seconda della finalità che ci si propone si dovrà scegliere 
un indicatore con le caratteristiche più idonee tenendo presenti:  
• quali sono gli attributi di un indicatore; 	
• quali sono le applicazioni tipiche degli indicatori;  
• quali attributi sono importanti per le diverse applicazioni.  
Gli attributi biologici ideali per un indicatore sono i seguenti (Indicators for waterborne pathogens.  
2004):  
• correlazione con il rischio per la salute;  
• sopravvivenza simile o più elevata di un patogeno a fattori fisici, chimici e biologici (es. raggi 




incistamento, azione dei disinfettanti, ecc.);  
• velocità nel trasporto simile o maggiore di quella caratteristica del patogeno in relazione a filtrazione, 
sedimentazione, assorbimento a materiale particolato;  
• presenza numericamente più elevata di quella del patogeno;  
• specificità in relazione all’origine della contaminazione fecale o identificabilità dell’origine di 
contaminazione.  
L’attributo biologico più importante è la relazione quantitativa tra concentrazione dell’indicatore e 
rischio per la salute. 
Questa relazione è stata dimostrata, ad esempio, da studi epidemiologici sull’esposizione ad acque di tipo 
ricreazionale. In alcuni di questi studi è stato dimostrato che il rischio di contrarre gastroenteriti a seguito 
del bagno in acque di mare e di fiume è correlato alla presenza di streptococchi fecali in quantità superiori 
a 20/100ml e che tale rischio aumenta in relazione diretta all’aumento delle concentrazioni di 
streptococchi, per cui con quantità di streptococchi fecali maggiori di 40/100ml questo rischio diventa 
significativo (Ferley et al., 1989; Fleisher et al.,1993). 
Tra gli attributi biologici assumono rilievo le caratteristiche di sopravvivenza simili a quelle di un 
patogeno e la velocità del trasporto. Nel caso di differenti comportamenti in quanto al trasporto o alla 
sopravvivenza le relazioni tra concentrazioni dell’indicatore e del patogeno cambieranno in funzione 
della distanza dalla fonte inquinante e in funzione dei tempi di permanenza nell’ambiente. Ad esempio, 
le differenze nel trasporto batterico e virale attraverso il suolo e gli acquiferi influenzano la valutazione 
dell’impatto della qualità dell’acqua dai sistemi delle fosse settiche (Hardens et al., 2003).  
Se l’indicatore e il patogeno hanno tempi di sopravvivenza differenti, a maggiore garanzia di protezione 
della salute pubblica, è preferibile che l’indicatore sia più resistente del patogeno Infatti un indicatore 
con caratteristiche di resistenza può essere rilevato in concentrazioni erroneamente considerate indicative 
di rischio per la salute pubblica anche quando il patogeno è scomparso.  
La concentrazione dell’indicatore nei campioni da saggiare deve essere sempre maggiore rispetto a quella 
del patogeno e avere la capacità di rispondere in eguale misura, rispetto al patogeno. 
Gli schemi regolamentari fino ad oggi attuati (D.P.R. 470/82 e L. 422/2000) per la qualità microbica 
delle acque ad uso ricreativo si basano per la maggior parte sul conteggio degli organismi fecali presenti. 




contaminazione”, in relazione alla contaminazione di origine fecale, è indubbio che gli indicatori 
specifici di provenienza intestinale sono preferibili a quelli presenti nell’ambiente naturale. Un ulteriore 
aspetto legato all’efficienza di un indicatore può essere collegato alla sua origine animale o umana.  
Alcuni indicatori, pur non avendo specificità di provenienza, hanno proprietà genotipiche e fenotipiche 
che consentono una differenziazione in relazione all’origine fecale umana e animale (Rose et al., 2001).  
Altri indicatori, in grado di indicare l’apporto inquinante di particolari specie animali, possono essere 
utilizzati per indicare il grado o il tipo di rischio.  
Ad esempio, la vicinanza di bestiame ad un fonte idrica indica un potenziale rischio di contaminazione 
dell’acqua con patogeni comuni nel bestiame ma pericolosi per la salute umana, come Escherichia coli 
O157:H7 e Cryptosporidium (LeChavallier et al., 1999).  
La scelta di un organismo indicatore è subordinata anche ad una serie di valutazioni che riguardano i 
metodi di rilevamento e di enumerazione dell’indicatore stesso. I metodi devono essere semplici e rapidi.  
Le principali caratteristiche di un metodo di rilevazione sono: 
• specificità per l’organismo da ricercare non influenzabile dalla natura del materiale in esame;  
• precisione e sensibilità;   
• rapidità dei risultati;   
• determinazione quantitativa;   
• capacità di misurare vitalità o infettività;   
La specificità può essere riferita ad un gruppo (es. coliformi o enterovirus), a un genere (es.Pseudomonas), 
ad una specie (es. Cryptosporidium parvum) oppure a stipiti (es. Escherichia coli O157:H7) e può essere 
determinata con metodi biochimici, antigenici o genetici.  
La specificità può essere influenzata dalla composizione della matrice, infatti acque ad elevato contenuto 
di sali, di sostanza organica o torbide possono interferire con la specificità di un metodo.  
Ad esempio acidi tannici ed umici possono interferire con metodi di biologia molecolare. Acque 
caratterizzate da elevate quantità di particellato solido influenzano in modo determinante i metodi che 
utilizzano la filtrazione attraverso membrane a causa di fenomeni di occlusione delle membrane. Terreni 
molto selettivi possono determinare perdita di specificità di un metodo nel caso in cui la disinfezione abbia 
prodotto la presenza di microrganismi indicatori danneggiati, quindi momentaneamente non in grado di 




La valutazione della qualità microbiologica delle acque, secondo la più recente normativa, prevede il 
rilevamento di microrganismi indicatori che, in funzione del ruolo assunto, possono essere distinti in tre 
gruppi (Ashbolt et al., 2001): 
• indicatori di contaminazione fecale;  
• indicatori di processo,  
• organismi indice o organismi modello.  
Mentre gli indicatori di contaminazione fecale, (ad es. Escherichia coli) hanno la funzione di indicare la 
possibile presenza di patogeni di origine fecale, quelli di processo sono in grado di dimostrare l’efficacia 
di un processo di trattamento. Ad esempio tra gli organismi indicatori di processo, la flora eterotrofa o i 
coliformi non termotolleranti sono in grado da fungere da verifica per l’efficacia dei trattamenti di 
disinfezione con il cloro.  
Gli organismi indice sono gruppi o singole specie in grado di indicare la presenza di un patogeno, ad 
esempio Escherichia coli è l’organismo indice di Salmonella (Xiao et al., 2013) ed i colifagi F-RNA lo 
sono per i virus enterici umani.  
L’evoluzione degli indicatori utilizzati nel monitoraggio dell’acqua potabile viene messa in evidenza 


























I criteri di qualità furono fissati dal Consiglio delle Comunità Europee che, con la Direttiva n. 76/160 
dell’8 dicembre 1975 (Direttiva del Consiglio, 8 dicembre 1975), ha definito i parametri da ricercare e 
fornito una indicazione sui metodi di analisi da utilizzare 
Anche dal punto di vista legislativo vi sono state diverse evoluzioni e modifiche circa i parametri 
ricercarti e le quantità ad essi relativi. 
Nel 1982 la normativa italiana ha recepito la Direttiva Europea con il D.P.R 470/82 (Decreto del 
Presidente della Repubblica, 8 giugno 1982, n. 470), sulla base del quale sono stati effettuati fino ad ora 
i controlli di qualità delle acque di balneazione. Tra i parametri microbiologici da ricercare sono indicati 
anche i coliformi totali, coliformi fecali e le tecniche di analisi da utilizzare per il loro rilevamento: il 
metodo dei tubi multipli (MPN) e la tecnica della filtrazione su membrana (MF). 
La scelta degli indicatori è sempre stata piuttosto controversa e solo nell’ultimo ventennio sono state 
stabilite normative internazionali dirette a definire parametri e standard per la verifica della qualità delle 




Provvedimento Anno N° di parametri 
WHO 1958 5 
WHO 1971 9 
Circolare del ministero della sanità n.33 del 27/4/1977 1977 19 
WHO 1983 27 
Decreto del Presidente della Repubblica n.236 del 24/5/1988 1988 56 
WHO 1996 96 
Decreto Legislativo 31 del 2/2/2001 2001 49 




1.2.2   INDICATORI UTILIZZATI  
I microrganismi normalmente usati sono:   
Escherichia coli è una specie appartenente al gruppo dei coliformi fecali, è un batterio Gram-negativo, 
appartenente alla famiglia delle Enterobacteriaceae ed è la specie più nota del genere Escherichia. E. 
coli si muovono mediante l’azione di flagelli peritrichi e possiedono fimbrie che mediano l’adesione 
specifica per l’ospite.  Ad oggi si conoscono numerosi sierogruppi di E. coli e la maggioranza di questi 
sono non patogenici; tuttavia alcuni gruppi possono causare sindromi diarroiche acute e infezioni 
dell’apparato urinario. I principali ceppi di E. coli responsabili di gastroenterite sono gli enteropatogeni, 
enterotossinogeni, enteroemorragici, enteroaggreganti e diffusamente aderenti. Escherichia coli vive nel 
tratto digestivo degli animali a sangue caldo, in particolar modo dell’uomo, ed è espulso con le feci.  
Di conseguenza, la presenza di E. coli nelle acque è indice di una contaminazione umana o animale, per 
questo viene considerato un indicatore coliforme (Leclerc et al., 2001; Feachem et al., 1983).  
La quantità di E. coli nei liquami oscilla infatti tra 10
6
-10
7 CFU per 100 ml (WHO, 2003). Recenti 
ricerche mostrano che E. coli può sopravvivere negli ambienti acquatici, sebbene i fattori che 
contribuiscono alla loro sopravvivenza siano poco chiari. I ceppi di E. coli enteroemorragico sono i 
principali responsabili di malattia nei paesi industrializzati, in particolar modo il ceppo O157:H7 è stato 
riconosciuto come causa di numerose epidemie dovute al consumo di cibi e acqua contaminata 
(Swerdlow,1992; Dev, 1991; Pedboy et al., 1999; Licence, 2001).  
 
Enterococchi intestinali sono un sottogruppo appartenete al gruppo degli streptococchi fecali, ma 
rispetto a questi sono associati in maniera più specifica all'inquinamento fecale umano. Il numero degli 
enterococchi nelle feci umane è generalmente inferiore di un ordine di grandezza rispetto a E. coli, 
oscillando tra 10
3 e 10
5 CFU per 100 ml di liquame; tuttavia queste quantità sono sufficienti affinché 
possano essere rilevate anche in presenza di fattori di diluizione significativi (OMS, 2003). Gli 
enterococchi intestinali sono ritenuti dall'EPA il miglior indicatore per la qualità microbiologica delle 
acque marine destinate alla balneazione, in considerazione della notevole resistenza ai cambiamenti di 






Questi microrganismi sono ritenuti dei buoni indicatori di contaminazione fecale proprio in 
considerazione della maggiore resistenza agli stress ambientali rispetto a E. coli (es. essiccamento, 
radiazione UV, temperatura) che ne garantisce una sopravvivenza prolungata nelle matrici idriche 
(McFeters et al., 1974; Evison, 1988).  
Tabella 3-Limiti microbiologici per l'idoneità alla balneazione (valori desunti da D.Lgs. 116/08)  
 
 
Per E. coli ed enterococchi, oltre alla conferma dell'origine fecale, studi epidemiologici dimostrano una 
vera e propria relazione dose-risposta tra gli indicatori misurati nelle acque di balneazione e i sintomi 
sviluppati dai bagnanti, come documentato nelle linee guida per la sicurezza degli ambienti acquatici ad 
uso ricreativo pubblicate dall'Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS, 2003). In tutti gli studi 
esaminati emerge infatti una relazione causale tra manifestazioni gastrointestinali e qualità dell'acqua di 
balneazione espressa in termini di livelli di batteri indicatori. 
Studi condotti su scala di laboratorio dimostrano che, rispetto agli indicatori batterici, gli enterobatteri 
patogeni come Salmonella spp. e Shigella spp. mostrano una sopravvivenza maggiore in acqua (McFeters 
et al., 1974) e una maggiore resistenza agli stress ambientali come la radiazione ultravioletta, la 
variazione di salinità e di temperatura (Evison, 1988). 
Inoltre i classici indicatori batterici sono risultati inadeguati per valutare la qualità virologica delle acque 
marine destinate alla balneazione. Una serie di studi, condotti in tutto il Mondo, documentano come da 
acque costiere risultate idonee alla balneazione possano essere isolati virus enterici umani (Patti et al., 









I risultati delle analisi dei campioni vengono utilizzati sia per la verifica dell'idoneità igienico-sanitaria delle 
acque durante i prelievi, sia per una valutazione della qualità su una scala temporale più ampia 
(classificazione). Questo è possibile attraverso il confronto dei risultati con i valori fissati dalla normativa, 
che differiscono in base al tipo di corpo idrico destinato alla balneazione, indicato come acque interne 
(fiumi e laghi) o acque costiere (marine). 
 
L'idoneità alla balneazione viene stabilita su singolo campione sulla base dei limiti fissati dalla direttiva e qui 
riportati in tabella 5. Nel caso in cui le concentrazioni rilevate siano superiori a tali limiti, le autorità 
competenti, cioè i Comuni, adottano un provvedimento di divieto temporaneo di balneazione e la 
conseguente comunicazione ai bagnanti mediante opportuna segnaletica. Il divieto potrà essere rimosso 
solo d po un ulteriore controllo che attesti il ripristino dell'idoneità alla balneazione (il risultato delle analisi 
di un campione suppletivo deve essere inferiore ai limiti fissati). 
 
Tabella 5 - Limiti microbiologici per l'idoneità alla balneazione (valori desunti da D.Lgs. 116/08) 
Corpo idrico Parametro Valore limite 
(espresso in CFU/100 ml) 
Acque marine 
Enterococchi intestinali 200 
Escherichia coli 500 
Acque interne 
Enterococchi intestinali 500 
Escherichia coli 1000 
 
La classificazione delle acque di balneazione è invece uno strumento introdotto con l'attuale normativa, e 
prevede l'elaborazione statistica delle analisi microbiologiche relative a quattro anni di monitoraggio, per 
l'assegnazione di una classe di qualità tra scarsa, sufficiente, buona, eccellente. Ciò comporta che, alla fine 
di ogni anno, ciascuna area di balneazione venga giudicata sulla base dei risultati dei campioni raccolti 
durante le ultime 4 stagioni balneari, e la classe di qualità di appartenenza venga stabilita sulla base dei 
valori fissati dalla direttiva, qui riportati in tabella 6. Tra le classi “sufficiente”, “buona” ed “eccellente” non 
ci sono differenze di utilizzo poiché sono tutte acque balneabili. La classe “scarsa”, invece, comporta 
l'adozione di un divieto permanente di balneazione per motivi igienico-sanitari: quando l'acqua è 
classificata di qualità “scarsa” per 5 anni consecutivi è disposto un divieto permanente di balneazione o un 






Tabella 4- comparazione tra il tasso di mortalità di indicatori batterici e patogeni (McFeters 1974) 
                           
 
 




















BACTERIA AND PATHOGEN SURVIVAL IN WELL WATER
TABLE 2. Comparative die-off rates (half-time)a of
fecal indicator bacteria and enteric pathogens
Half-time No. ofBacteria strains(h) analyzed
Indicator bacteria
Coliform bacteria (avg) ...... 17.0 29
Enterococci (avg) ........... 22.0 20
Coliform from raw sewage .... 17.5
Streptococci from raw sewage 19.5
Streptococcus equinus ....... 10.0 1
S. bovis .................... 4.3 1
Pathogenic bacteria
Shigella dysenteriae ......... 22.4b 1
S. sonnei ................... 24.5b 1
S. flexneri ............... ... 26.8b 1
Salmonella enteritidis ser. pa-
ratyphi A ................. 16.0 1
S. enteritidis ser. paratyphi D 19.2b 1
S. enteritidis ser. typhimu-
rium ..................... 16.0b 1
S. typhi .................... 6.0 2
Vibrio cholerae .............. 7.2 3
S. enteritidis ser. paratyphi B 2.4 1
a The half-time was determined graphically from
Fig. 2 and 4 as the time required for a 50% reduction in
the initial population.
bThe half-time was determined graphically from
Fig. 4 as the time required for a 50% reduction in the
population at 24 h.
rapid die-off than a nonfecal variety at 20 C.
However, this lack of close agreement in sur-
vival potential should not be surprising among
bacteria that are as diverse as the coliforms.
As a group, the enterococci tested showed a
higher degree of agreement among individual
species with respect to survival and persisted
longer than most of the coliforms tested. This
might be related to salt concentration because
some evidence has suggested a positive correla-
tion between fecal streptococcus persistence in
irrigation waters with the concentration of salts
leached from the soil (E. E. Geldreich, personal
communication). However, other studies (8, 12,
13) have also demonstrated the greater persist-
ence of the enterococci as compared with the
coliform bacteria. Streptococcus bovis and S.
equinus were notably more susceptible to die-off
in the aquatic environment. Others (9) have
shown that S. bovis had a significantly higher
die-off rate than other fecal streptococci and
Geldreich (11) extended the observation to
include S. equinus.
Mixed natural populations of indicator bacte-
ria of human origin died in water very much as
one might expect from the results of previous
experiments. The die-off rates of the coliforms
were slightly more rapid than the fecal strepto-
cocci (Fig. 3). The FC-FS decreased from over 4
at day 0 to around 2 after 4 days of exposure to
the aqueous environment. The day 0 FC-FS
value (4.2) is consistent with the observation by
Geldreich (11) that a ratio greater than 4
indicates a human source, but the present study
indicates that the ratio can decrease well below
4 during exposure of the bacteria to water.
Therefore, these data show that this ratio in
natural intestinal bacterial populations exposed
to the aquatic environment diminishes to a
point where it is no longer of significance in
determining the source of the contamination
when considering bacteria that orginate from
domestic sewage. This reinforces the previous
conclusion (12) that the FC-FS is valid only
during the 24 h immediately following the
discharge of bacteria into the receiving stream.
Geldreich et al. (10) have observed that a
FC-FS less than 0.7 usually indicates contami-
nation from domesticated farm animals. This
assertion was supported by the FC-FS of a
mixed natural population from bovine fecal
material that was 0.25 at the start of the
experiment. However, this value increased to
2.0 after 4 days of exposure to water. In these
studies the FC-FS of the bacteria from elk fecal
material ranged from 0.1 at the start of the
experiment to 0.3 after 4 days in the water.
After this time, the FC-FS would likely remain
less than 0.7 until virtual die-off occurred. The
difference in the FC-FS versus time for the
natural bacterial population from wild elk and
domestic cows can be rationalized by the finding
(our unpublished data) that bovine fecal mate-
rial contains a much higher population of S.
bovis (25% of fecal streptococci) than does elk (0
found in 100 streptococcus isolates tested).
Therefore, because S. bovis has the highest
die-off rate of the indicator bacteria tested, the
FC-FS of the bacteria from this source would be
expected to increase as a function of exposure
time in water. On this basis, the FC-FS of the
intestinal flora from a wild animal (elk) may be
sufficiently stable in water to be useful in
determining source, whereas this is not the case
for bacteria from cattle. In practice, where one
is usually unable to determine the specific
animal that has contaminated a body of water
in question, the FC-FS is of doubtful validity in
identifying the source after the bacteria have
been exposed to water for as short a time as 3 to
4 days.
From the initial survival experiments done in
a water supply that was chemically and physi-
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Table 1. Summary of Parameters Required for the Model, With Typical Values Presented for 7 Organism Typesa





















Potential growth rate at 20C mMAX day!1 NA NI 2.4–3.6 2.4 NI NI NI Estimated from Camper et al. [1991]
net growth rates
Minimum temperature Tmin !C NA NI 4 4 NI NI NI Estimated from Camper et al. [1991]
data (Figure 2); Higher values for
EC from Ross et al. [2003] in food
studies.
Maximum temperature Tmax !C NA NI 35 35; 49.5 NI NI NI
Growth temperature function
shape parameter 1
cT1 - NA NI 0.008 0.008; 0.279 NI NI NI
Growth temperature function
shape parameter 2
cT2 - NA NI 0.1 0.1; 0.26 NI NI NI
Half-saturation constant for
growth dependence on DOCL
KDOCL mg DOCL L
!1 NA NI 0.05–0.24 0.05–0.15 NI NI NI EC values from Camper et al. [1991]
data, range highlights different
re ponse from environmental and
clinical strains; FC values based on
range of Camper et al. [1991] data
for K. pneumoniae, E. coli and
Enterobacter spp.
Natural Mortality
Mortality rate in freshwater at 20C kd20 day
!1 0.03–0.08 0.34 0.71 0.48 0.45 0.34 0.16 Cr: Calculated from Walker and Stedinger
[1999] expression, and King et al. [2005]
data TC, FC, EC, En, FP, SC: Figure 3
Mortality temperature multiplier
in freshwater
#M - 1.14 1.11 1.06 1.11 1.04 1.10 1.01
Mortality rate in seawater at 20C kd20 day
!1 0.01 1.04 1.66 1.09 0.28 0.30 1.08 Cr: Johnson et al. [1997] based on two
measurements. Data scaled to 20!C
assuming 1.14 multiplier. TC, FC, EC, En, FP, SC:
Figure 4 Note: not required model parameters, but
may be used in place of salinity dependence
expression for seawater only applications
Mortality temperature multiplier
in seawater
#M - NI 1.05 1.10 1.09 1.06 1.02 1.05
Salinity effect on mortality cSM day
!1 psu!1 NI 2e–7 2e–3 2e–10 0.0 0.0 1e–8 Cr: Salinity has been implicated but insufficient
data exists to characterize these parameters
TC, FC, EC, En, FP, SC: Figure 5
Parameter controlling salinity
dependence
a - NI 4.2 1.8 6.1 0.0 0.0 5.0
Parameter controlling effect of DOC
on salinity induced mortality
b - NI 0.05–0.3 NI NI NI NI NI Roughly estimated from Pommepuy et al. [1992]
Salmonella data assuming 10% OM is labile
for growth.
pH effect on mortality cPHM - NI NI 50 50 NI NI 0 EC, FC: Figure 6 SC: Rossi and Aragno [1999]
reported no sensitivity to pH between 5–9
Cr, TC, En, FP:
insufficient information available














































Da queste ricerche sono stati ricavati i valori limite su singolo campione per E. coli ed enterococchi e gli 
ambiti di concentrazioni utilizzati per la classificazione delle acque di balneazione previsti dalla direttiva 
2006/7/CE (Kay et al., 2007). Pertanto questi standard di qualità associano la concentrazione degli 
indicatori batterici nelle acque con livelli di rischio crescenti per la salute pubblica.  
I valori di E. coli sono ottenuti a partire da quelli degli EI considerando un rapporto Escherichia 
coli/enterococchi intestinali variabile tra 2 e 3 (proposta di direttiva 2003/C 45 E/51). Nelle acque dolci 
i valori di Enterococchi ricavati da Wiedenmann e collaboratori (2002) sono maggiori rispetto alle acque 
marine, a parità di livello di rischio per la salute. Ciò trova giustificazione nel differente tempo di 
decadimento degli indicatori batterici e dei patogeni nei due ambienti acquatici. I patogeni mostrano un 
decadimento simile nelle acque dolci e salate, mentre per i batteri indicatori l'inattivazione è molto più 
rapida nelle acque marine, probabilmente per effetto della salinità (Cioglia et al., 1962).  
 
Colifagi F-specifici per le loro caratteristiche chimico-fisiche e biologiche simili a quelle dei virus 
animali, sono stati utilizzati come modello di studi sulle interazioni virus-cellula ospite. Sono costituiti 
da una molecola di acido nucleico racchiusa in un involucro protettivo proteico. Il Comitato 
Internazionale di tassonomia dei virus li ha classificati, in base alla loro morfologia, in 11 famiglie, 
andando da una morfologia estremamente semplice (Leviviridae) con capside icosaedrico con una sola 
proteina e una RNA-polimerasi associata all’RNA, ad una molto complicata (Myoviridae) con capside 
icosaedrico legato, tramite un anello, ad una coda contrattile. I batteriofagi possono moltiplicarsi 
esclusivamente all’interno della cellula batterica ospite metabolicamente attiva e competente. Le loro 
modalità replicative non differiscono da quelle dei virus animali.  
I dati riguardanti la distribuzione nell’ambiente dei fagi sono ancora frammentari ma è possibile 
individuare la loro presenza in tutte le matrici ambientali. I batteriofagi sopravvivono nell’ambiente 
idrico più a lungo dei batteri autoctoni ed in particolare dei batteri indicatori di contaminazione fecale. 
Allo stesso modo dei virus animali la durata della loro sopravvivenza dipende dalla presenza di sostanza 
organica nel mezzo e dalla loro associazione con le particelle solide, dalla temperatura, dalla loro 
esposizione ai raggi ultravioletti, dal pH, ecc. La loro ubiquitarietà, soprattutto per quelli provenienti 







Nel corso dell’ultimo decennio i batteriofagi sono stati proposti come indicatori di contaminazione virale 
dei mezzi idrici e anche come indicatori di efficacia dei processi di depurazione e disinfezione delle 
acque.  
Le motivazioni che suggeriscono l’utilizzo dei colifagi come indicatori della presenza di virus umani 
possono essere così schematizzate: 
 - i fagi si trovano in abbondanza nelle acque residue e contaminate; 
 - le popolazioni dei colifagi sono più abbondanti di quelle degli enterovirus; 
- i colifagi sono incapaci di riprodursi senza il batterio ospite;  
- i colifagi possono essere isolati e quantificati con metodi semplici e poco costosi;  
- i tempi di risposta sono più brevi che per gli enterovirus;  
- alcuni colifagi sono più resistenti degli enterovirus all’inattivazione e alla disinfezione.  
Nel DPR 236/88 per questo parametro è prescritta l’assenza obbligatoria nell’acqua potabile, come 
ribadito anche dal Decreto del Ministero della Sanità del 26 marzo 1991. 
Qualunque sia il loro habitat, esiste una popolazione fagica di batteri autoctoni e una popolazione fagica 
proveniente da altri ambienti. L’interesse maggiore è rivolto a questa seconda categoria di fagi. In 
particolare, per quanto concerne gli ambienti acquatici, le informazioni più importanti riguardano la 
presenza di fagi infettanti i batteri del genere E. coli (colifagi); ciò è dovuto all’interesse che essi 
ricoprono in qualità di indicatori potenziali di una contaminazione virale di origine fecale. Lo studio della 
loro presenza nel tratto digerente dell’uomo e degli animali ha dimostrato che il 23,5%di campioni di 
feci umane contiene colifagi a una concentrazione pari a 10^ 5 Unità Formanti Placca(UFP) per grammo 
di feci.  
I fagi infettanti i batteri autoctoni si replicano nell’ambiente in funzione della presenza del batterio ospite, 
dell’età fisiologica del batterio stesso e della densità rispettivamente del batterio ospite e del fago. Per i 
fagi specifici dei batteri autooctoni invece, la situazione è meno chiara. Una moltiplicazione 
nell’ambiente è stata osservata per i colifagi somatici. Essi riconoscono il loro recettore di attacco sulla 
superficie esterna del corpo batterico, mentre i colifagi F-specifici utilizzano come recettore il sex-pilus. 
La ragione di tale fenomeno è intuibile per i colifagi somatici in quanto questi, allo stesso modo del loro 
batterio ospite, sono in grado di moltiplicarsi a temperature di circa 15°C quali quelle riscontrabili in 
ambienti idrici. I colifagi F-specifici possono infettare invece soltanto le cellule di E.coli che hanno 
sintetizzato il loro sex-pilus per produrre placche visibili (zone trasparenti) su un monostrato confluente 
cresciuto in condizioni appropriate, tenendo conto che il processo di infezione è inibito in presenza di 






La sintesi di questo recettore è possibile a temperature superiori a 30°C, ragion per cui è presumibile che 
la moltiplicazione nell’ambiente di questi fagi sia realizzabile soltanto se il loro batterio ospite ha 
sintetizzato precedentemente il sex-pilus nell’intestino degli omeotermi prima di essere sversato nel 
mezzo idrico. Nelle acque destinate al consumo umano la presenza di batteriofagi è raramente 
riscontrata.  
 
Tabella 6-Classificazione colifagi (WHO 2001) 
                        
                                
 
Adenovirus Hanno diametri che vanno da 90 a 100 nm e con genoma lineare, un doppio filamento 
(Kapikian 1992) non segmentato tra 26 e 45 Kbp. Sono privi di pericapside ma presentano un capside 
icosaedrico formato da 252 capsomeri poligonali (240 esoni costituiscono le facce e i lati di triangoli 
equilateri e 12 pentoni costituiscono i vertici). Il genere Mastadenovirus è tra gli Adenovirus quello che 
ha come ospite specifico i mammiferi.  
Gli Adenovirus sono frequentemente presenti in ambiente acquatico e risultano un problema a causa 
della loro resistenza ai fattori inattivanti chimici e fisici (hanno mostrato una resistenza 60 volte maggiore 
alle radiazioni UV(Gerba2002) rispetto ai virus ad RNA). Questa capacità è dovuta proprio del doppio 
filamento di DNA. Infatti una catena danneggiata del DNA può servire come stampo per la riparazione 
ad opera di enzimi dell’ospite.  




2003; Kajon et al., 2007) che causano infezioni in diversi apparati, respiratorio, gastroenterico, urinario 
e degli occhi. 
La trasmissione include la modalità oro-fecale e l’inalazione di aerosol (Jiang 2001).  
I virus sono escreti con le feci per un lungo periodo e con le urine e secrezioni respiratorie delle persone 
infette.  
Differenti sierotipi sono stati associati a specifiche malattie; per esempio i tipi 40 e 41 sono la principale 
causa di malattie enteriche e non sono determinabili mediante analisi dell’effetto citopatico su colture 
cellulari (Grabow et al., 1992; Grabow et al., 1993; Tiemessen et al., 1988; Tiemessen et al., 1995). 
La maggior parte degli HAdV sono facilmente coltivabili e quantificabili in colture cellulari. Per le loro 
caratteristiche di diffusione e rilevabilità sono considerati utili come indicatori di contaminazione virale 
delle acque e inseriti con alta priorità nella Candidate Contaminate List 2 dell’US EPA per le ricerche 
nelle acque potabili.          
In alcuni studi è stato suggerito che gli Adenovirus umani sono rilevati nel liquame con frequenza elevate 
(Hernroth et al, 2002; Formiga-Cruz et al., 2005) e presentano una distribuzione stagionale (Krikelis et 
al., 1985), mentre in un altro studio (Pina et al., 1998) viene dimostrata una presenza costante durante 
tutto l’anno, sia in campioni di liquame che di acque fluviali. Per le loro caratteristiche di diffusione e 
rilevabilità sono considerati utili come indicatori di contaminazione virale delle acque (US EPA,2009) 
                           
Tabella 7-Classificazione sierotipi Adenovirus umani (Gerba e Mena 2008) 
 













Salmonella appartiene alla famiglia delle Enterobacteriaceae e comprende due specie (Salmonella 
bongori e Salmonella enterica); sono bacilli Gram-negativi con un diametro di circa 0.7-1.5 µm, sono 
mobili (flagellati peritrichi) e anaerobi. Esistono due sierotipi di Salmonella enterica responsabili di 
gastroenterite e febbre enterica nei bambini e negli adulti: il sierotipo Typhi e Paratyphi. La gastroenterite 
è un’infiammazione del colon, i cui sintomi si manifestano circa 20-48 ore dopo l’ingestione di 
Salmonella, mentre la febbre enterica è spesso causata da S. typhi (febbre tifoide).  
In seguito all’ingestione si ha l’adesione di Salmonella al rivestimento epiteliale intestinale e la sua 
distruzione.   
L’infezione di Salmonella avviene mediante l’ingestione di cibo, latte o acqua contaminati da feci di 
soggetti infetti o dall’ingestione di carne infetta.  
La più comune sorgente di trasmissione di Salmonella sembra essere il consumo di pollame e carni 
contaminate; la contaminazione delle carni è principalmente associata all’esposizione della carne a 
materiale fecale durante la macellazione. Una volta che la carne è stata contaminata, l’errata 
conservazione e cottura permettono alle salmonelle di proliferare e di infettare i soggetti umani. In seguito 
all’infezione si ha l’eliminazione di Salmonella con le feci, le quali vanno così a contaminare gli ambienti 
acquatici. Jokinen e colleghi (2011) investigarono la presenza di Campylobacter, S. Enterica ed 
Escherichia coli O157:H7 in 898 campioni di feci, 43 campioni di liquame e in 342 campioni di acque 
superficiali.  
La salmonella risultò essere presente nel 7.46% (67/898) dei campioni fecali, nel 18.60% (8/43) dei 
campioni di liquame e nel 8,48% (29/342) dei campioni di acque superficiali, risultando il secondo agente 
batterico più frequentemente rilevato. Sempre dalla letteratura emerge che la Salmonella si trova 
naturalmente nell’ambiente (Lemarchand et al., 2004), con livelli particolarmente elevati nelle acque di 













Immagini relative agli Indicatori di contaminazione sopra indicati. 
 
  Adenovirus                                        Colifagi                    
 
 Escherichia Coli                               Salmonella 
 
                                                  Enterococchi 



















1.1.4 ASPETTI LEGISLATIVI 
 
A partire dalla stagione balneare 2010, il controllo e la gestione delle acque di balneazione sono stati 
effettuati secondo le nuove regole stabilite dalla direttiva europea 2006/7/CE, recepita nell'ordinamento 
italiano con il decreto legislativo 30 maggio 2008, n.116 (D.Lgs. 116/2008) al quale è seguito il decreto 
attuativo 30 marzo 2010.  
La nuova normativa introduce i concetti di valutazione e gestione del rischio igienico-sanitario, in 
accordo con l'approccio caratteristico delle direttive ambientali relative ad altri settori, e in particolare la 
Direttiva Quadro sulle Acque (2000/60/CE), che rappresenta la norma più completa in materia di acque. 
Il D.Lgs. 116/08 prevede infatti la definizione, per ciascuna area di balneazione, di un profilo ambientale, 
definito profilo delle acque di balneazione. Si tratta di una scheda informativa che descrive le principali 
caratteristiche fisiche e idrologiche del territorio limitrofo all'acqua di balneazione, ed analizza i 
potenziali impatti e pressioni antropiche che possono recare un pregiudizio alla qualità delle acque (es. 
dimensione degli scarichi, uso del suolo, presenza di foci fluviali). Il profilo delle acque di balneazione 
rappresenta pertanto uno strumento essenziale per individuare potenziali fonti di inquinamento ed 
intraprendere adeguate misure di gestione del rischio igienico-sanitario. Questo approccio, basato non 
soltanto sul monitoraggio ma anche sulla previsione dei peggioramenti qualitativi delle acque di 
balneazione, ha quindi l'obiettivo di raggiungere o preservare la “buona” qualità delle acque, unitamente 
alla tutela della salute umana.  
Tale normativa prevede l'analisi di parametri microbiologici (Escherichia coli ed enterococchi 
intestinali), individuati come indicatori del rischio di contrarre malattie associate alla pratica della 
balneazione che, come descritto precedentemente, sono da ricondursi soprattutto alla contaminazione 
fecale dovuta agli apporti di reflui urbani (acque di scarico, sia domestiche sia industriali, provenienti da 
insediamenti urbani). L'attuale disciplina per il monitoraggio prevede campionamenti mensili all'interno 
delle aree di balneazione, definite dalla normativa come tratti di costa con caratteristiche naturali e 
antropiche sostanzialmente uniformi.  
I risultati delle analisi dei campioni vengono utilizzati sia per la verifica dell'idoneità igienico-sanitaria 
delle acque durante i prelievi, sia per una valutazione della qualità su una scala temporale più ampia 




normativa, che differiscono in base al tipo di corpo idrico.  
L'attuale normativa ha introdotto la classificazione delle acque di balneazione, e prevede l'elaborazione 
statistica delle analisi microbiologiche relative a quattro anni di monitoraggio, per l'assegnazione di una 
classe di qualità tra scarsa, sufficiente, buona, eccellente.  
 
Tabella 8-Limiti (valori percentili) delle concentrazioni microbiologiche per l'attribuzione della classe di qualità delle acque 
di balneazione (tratto e rielaborato da D.Lgs. 116/08)  
 
 
Dall’entrata in vigore della normativa: DM 30/3/2010; dati gli episodi d’inquinamento fecale verificatisi 
nelle aree di balneazione della costa versiliese provocati dagli apporti dei piccoli corsi d’acqua : fosso 
Fiumetto, Motrone e fosso Abate; le aree di balneazione sono state frammentate in modo da identificare 
con maggiore precisione le aree più a rischio. 
Questi corsi d’acqua trasportando un carico microbico inquinante pregiudicano la qualità igenico-
sanitaria delle acque di balneazione nelle quali s’immettono. 
Negli ultimi anni, infatti, questo tipo d’inquinamento ha comportato in alcuni punti l’assegnazione di una 







Tabella 6 - Limiti (valori percentili) delle concentrazioni microbiologiche per l'attribuzione della classe di qualità delle 





Classi di qualità  
(valori espressi in CFU/100 ml) 




< 100 < 200 < 185 > 185 




< 200 < 400 < 330 > 330 
Escherichia coli < 500 < 1000 < 900 > 900 
(*) Basato sulla valutazione del 95° percentile 
(**) Basato sulla valutazione del 90° percentile 
 
Quello della classificazione è un altro aspetto che allinea la normativa sulla balneazione all'approccio di 
valutazione e prevenzione dell'inquinamento idrico promosso dalla Direttiva Quadro sulle Acque. Benché 
acque classificate come sufficienti, buone o eccellenti siano comunque tutte ugualmente balneabili, queste 
definizioni hanno un forte impatto sul pubblico e sui settori economici legati al turismo balneare, in 
considerazione degli obblighi di trasparenza, tempestività e diffusione delle informazioni. Ciò rappresenta 
un forte impulso a conseguire, oltre alla tutela sanitaria, il raggiungimento di una migliore qualità 
ambientale. A questo proposito la nuova normativa dedica particolare attenzione alle attività di 
comunicazione e informazione al pubblico, in modo da rendere il controllo della balneazione sempre più un 
efficace strumento di promozione di azioni di tutela ambientale e di orientamento delle politiche. La 
normativa infatti prevede che le informazioni relative alla qualità dell'acqua vengano divulgate attivamente 
e messe a disposizione con tempestività durante la stagione balneare, attraverso un'apposita cartellonistica 
che specifica la classe di qualità dell'acqua di balneazione (figura 3) e le eventuali cause di inquinamento. 
 
















Figura 6- Esempio cartellonistica per le acque di balneazione (tratto da Ministero della Salute, 2013)  
 
















Lo scopo della tesi è stato approfondire il contesto microbiologico tramite l'analisi di campioni raccolti 
in prossimità delle foci fluviali di tre piccoli corsi d'acqua, i fossi Fiumetto, Motrone e Abate, in cui è 
prevista l'installazione degli impianti di sanificazione; secondo l'accordo integrativo per la tutela delle 
risorse idriche dell'Entroterra Versiliese e della Costa siglato nel 2006 dai comuni interessati.  
L' analisi si è estesa agli indicatori batterici e virali di contaminazione fecale e ai patogeni batterici.  
Tra gli indicatori batterici sono stati scelti E. coli e enterococchi intestinali in qualità di tradizionali 
indicatori di contaminazione fecale ed adenovirus umano, descritto dalla letteratura scientifica come un 
promettente indicatore di virus patogeni nelle matrici idriche. Come microrganismo patogeno è stato 
scelto Salmonella spp. in qualità di agente eziologici responsabili di focolai infettivi associati all'uso 

















III. MATERIALI E METODI 
3.1 Contesto territoriale  
La riviera apuo-versiliese è una fascia costiera della Toscana nord-occidentale appartenente alla 
provincia di Lucca che si estende per circa 20 km, interessando i comuni di Forte dei Marmi, Pietrasanta, 
Camaiore e Viareggio. Dal punto di vista geomorfologico il litorale apuo-versiliese è caratterizzato da 
una pianura di origine alluvionale con coste basse e sabbiose racchiusa tra la catena delle Alpi Apuane e 
un cordone litoraneo, parallelo alla linea di costa, che si trova a circa due - tre metri sopra il livello del 
mare. Questa particolare conformazione territoriale ostacola il naturale deflusso delle acque dalle aree 
pianeggianti, il cui drenaggio è garantito da un complesso sistema di bonifica idraulica, consistente in 
impianti idrovori e in un fitto reticolo di corsi d'acqua e canali artificiali.  
Lo sbocco a mare dell'intero reticolo di bonifica è rappresentato dalle foci fluviali di tre corsi d'acqua, 
chiamati fosso Fiumetto, fosso Motrone e fossa dell'Abate  
 Questi piccoli corsi d'acqua mostrano diverse caratteristiche idrografiche: 	
- i fossi Motrone e Abate rappresentano i tratti terminali di due fiumi (Torrente Baccatoio e Fiume 
Camaiore, rispettivamente) quindi sono oggetto di classificazione al fine del raggiungimento degli 
obiettivi di qualità ambientale secondo quanto previsto dalla Direttiva Quadro sulle Acque (D.Lgs. 
152/2006),  
- il fosso Fiumetto è una canalizzazione artificiale, e come tale non censita.  
 


















3.2 Raccolta dei campioni 
In questo studio è stato analizzato l'andamento della contaminazione microbiologica dei corsi d'acqua 
che si immettono nel litorale apuo-versiliese, rappresentati dai fossi Fiumetto, Motrone e fossa 
dell'Abate. 
                   
FOSSO FIUMETTO                                 
                                                                                                           
 
                   FOSSO MOTRONE 
 





Il prelievo dei campioni è stato effettuato da ponti e i campioni sono stati trasportati in laboratorio 
nell'arco di 2 ore dal momento del prelievo. Sono stati raccolti volumi diversi in relazione al tipo di 
analisi: bottiglie da 1L per Salmonella spp. e provette da 50 ml per gli indicatori di contaminazione 
fecale. 
I campioni sono stati raccolti nel periodo compreso tra Maggio e Settembre, con frequenza bimensile in 
Maggio e Giungo (21 Maggio, 3 Giugno, 16 Giugno, 29 Giugno), mensile in Luglio ed Agosto (27 
Luglio, 24 Agosto) e mensile in Settembre (26 Settembre). La campagna di campionamento in Luglio e 
Agosto ha interessato i fossi Fiumetto e Motrone, poiché in questo arco di tempo la foce della fossa 
dell'Abate è stata oggetto di insabbiamento, quindi le acque trasportate dal corso d'acqua non avrebbero 
potuto condizionare la qualità igienico-sanitaria delle acque di balneazione. Durante tutti i 
campionamenti sono stati registrati anche i valori di temperatura dell’aria (°C) e le condizioni 
metereologiche (presenza o assenza di nubi, precipitazioni) questi valori sono stati sfruttati per le analisi 
statistiche di correlazione con le concentrazioni degli indicatori. I valori relativi ai mm di pioggia sono 
stati presi dal sito ARPAT Toscana (www.arpat.toscana.it). Tutti i campioni sono stati analizzati per 
indicatori di contaminazione fecale e microrganismi patogeni, di natura virale e batterica. Tra gli 
indicatori sono stati scelti E. coli e enterococchi intestinali il cui monitoraggio nelle acque marine è 
previsto dalla normativa sulla balneazione (D.Lgs. 116/08). Tra i microrganismi patogeni di natura 
batterica è stato scelto Salmonella spp., un patogeno largamente diffuso nei corpi idrici fecalizzati 

















3.3 Ricerca di E.Coli ed Enterococchi 
Gli indicatori di contaminazione fecale sono stati determinati attraverso kit commerciali standardizzati 
ISO ISO 9308-3 per E. coli e ISO 7899-1 per enterococchi. Gli standard internazionali prevedono 
l'adozione di test miniaturizzati che quantificano il target batterico in termini concentrazione batterica 
più probabile presente nel campione (MPN, Most Probable Number). Il campione diluito è inoculato in 
piastre da 96 pozzetti contenenti il terreno di coltura disidratato in cui è incorporato un substrato 
rilevatore specifico per ciascun indicatore batterico (4-metilumbelliferil-β-D-glucuronide (MUG) per E. 
coli e metilumbelliferil-β-D glicoside (MUD) per enterococchi). Dopo un periodo di incubazione di 36- 
72 ore a 44±1°C i batteri target, se presenti, idrolizzano il substrato rilevatore in un prodotto fluorescente 
blu, che può essere apprezzato sotto lampada a ultravioletti (366 nm) . 
• Preparazione delle diluizioni. Sono state effettuate quattro diluizioni seriali, 1:2, 1:20, 1:200, 
1:2000, stabilite sulla base del livello presunto di contaminazione del campione, come indicato 
dal produttore del kit. In ciascuna provetta sono aggiunti 9 ml di soluzione diluente (DMS, 
Dehydrated Special Microplates Diluent). Il campione viene agitato per ottenere una 
distribuzione omogenea dei microrganismi e, usando una pipetta sterile, 9 ml del campione 
sono trasferiti nella prima provetta contenente i 9 ml di soluzione diluente (diluizione 1:2). 
Usando una nuova pipetta, dopo miscelazione, 1 ml della prima diluizione viene trasferito nella 
seconda provetta (diluizione 1:20), procedendo nello stesso modo per le diluizioni successive.  
• Semina delle diluizioni ed incubazione. Con le adeguate regole di asepsi, la diluizione iniziale 
è versata in una piastra Petri vuota sterile e, usando una micropipetta a 8 canali, vengono 
distribuiti 200 µl in ciascun pozzetto contenente il terreno disidratato, corrispondente alla prima 
diluizione. Si opera in modo analogo per le diluizioni successive, cambiando la piastra Petri e 
i puntali ad ogni diversa diluizione. Nel presente lavoro sono eseguite 4 diluizioni del 
campione, quindi ciascuna è seminata in 24 pozzetti (tre file da otto pozzetti). Quando tutte le 
diluizioni sono state seminate, la piastra di inoculo viene coperta con un nastro adesivo sterile 
(contenuto nel kit commerciale) al fine di prevenire contaminazioni esterne e la disidratazione 
dell'inoculo durante il periodo di incubazione in termostato. Le piastre inoculate sono incubate 





• Lettura ed espressione dei risultati. I pozzetti che sotto luce ultravioletta risultano blu-
fluorescenti sono considerati positivi. Il risultato ottenuto è riportato come valore MPN/100 ml 
di campione. Se nessuno dei pozzetti è positivo, il risultato è espresso come < 0.38 MPN /100 
ml, dove 0.38 è il limite di sensibilità della piastra, cioè il valore dell'indice MPN per 1 pozzetto 
positivo nelle condizioni di diluizioni impiegate (4 diluizioni). Per il calcolo dell'MPN si 
procedere determinando il numero caratteristico (NC) rappresentato dal numero di pozzetti 
positivi per ciascuna diluizione. Nel presente studio, in cui sono state seminate quattro 
diluzioni, NC corrisponde ad una stringa composta da 3 cifre. Individuato il numero 
caratteristico, il valore dell'MPN è calcolato consultando la tabella statistica allegata al kit.  
 
Figura 8- Lettura sotto lampada ad UV di una piastra inoculata con campione microbiologicamente contaminato. 
 
 
3.3.1 Tecnica del numero più probabile o dei tubi multipli (MPN, Most Probabile Number)  
La tecnica dei tubi multipli è un metodo fondato sulla elaborazione statistica di dati positivi e negativi 
ricavati da più semine in opportuni terreni colturali liquidi. Il risultato finale può essere ricavato, in base 
alle diverse combinazioni, dalla Tabella 5 i cui valori si basano sulla formula di Thomas (APHA, 1992):  
MPN/100 mL = P x 100 √ NT  
dove P rappresenta il numero di tubi positivi, N il volume del campione nei tubi negativi e T il volume 
totale del campione misurato in tutti i tubi. La tecnica dell’MPN è da preferire quando il campione ha 
un elevato contenuto in sospensioni solide.  
Tuttavia presenta alcuni limiti: la risposta dell’analisi richiede tempo (dalle 48 alle 96 ore), è costosa e 
laboriosa in quanto necessita di un’elevata quantità di materiale da laboratorio e soprattutto manca di 




La precisione aumenta all’aumentare del numero dei tubi inoculati. Confronti analitici effettuati in 
ambito europeo hanno confermato la mancanza di precisione dei risultati delle analisi svolte con 3 o 5 
tubi (BCR Information, 1995). 
 
Tabella 9- Indice MPN e limite fiduciario al 95% per varie combinazioni dei risultati positivi, quando i tubi vengono 










confermato la mancanza di precisione dei risultati delle analisi volte con 3 o 
5 tubi (BCR Information, 1995). 
 
Tabella 3.1 – Indice MPN e limite fiduciario al 95% per varie combinazioni dei risultati 






3.3.2 Ricerca di Salmonella spp.  
La presenza di Salmonella spp. è stata determinata attraverso il metodo delle membrane filtranti, 
seguendo il protocollo ISPRA, sezione 7000 “Metodi per la determinazione di microrganismi indicatori 
d'inquinamento e di patogeni” (APAT, 2003). Il metodo consente di valutare la presenza/assenza di 
Salmonella in un determinato volume di acqua (1 litro). La procedura analitica consiste in una serie di 
passaggi in successione che comprendono, dopo la filtrazione di 1 L di campione, le fasi di 
prearricchimento, arricchimento, isolamento su piastra e conferma biochimica mediante prova della 
fermentazione dei carboidrati. 
• Filtrazione del campione. Un volume di 1 litro di campione è filtrato su membrana di nitrato 
di cellulosa (47 mm di diametro con porosità nominale di 0,45 µm) attraverso dispositivo in 
vetro per la filtrazione sottovuoto. Nella maggior parte dei casi, la presenza di particolato in 
sospensione ha richiesto che la filtrazione venisse eseguita su più membrane.  
• Pre-arricchimento. La membrana/e sono trasferite sterilmente in 100 ml di acqua peptonata 
tamponata (Oxoid, Basingstoke, UK) contenuta in una bottiglia opportunamente identificata. 
La bottiglia viene tappata con cotone igrofilo e posta in incubazione a 36±1°C per 18-24 ore.  
• Arricchimento. Dal brodo di pre-arricchimento è prelevata un'aliquota di 10 ml che viene 
inoculata in una provetta contenente 20 ml di brodo di arricchimento Rappaport Vassiliadis 
(Oxoid, Basingstoke, UK). La provetta viene tappata con cotone igrofilo e posta in incubazione 
a 42±1°C per 24+24 ore, cioè se ne esegue una prima subcultura a 24 ore, poi una seconda a 
48 ore dal momento dell'incubazione del brodo.  
• Isolamento su XLD agar ed identificazione delle colonie. Dal brodo di arricchimento, 
prelevando un'ansata, sono eseguite due subculture per strisci multipli su terreno di isolamento 
Xilosio Lisina Desossicolato (Oxoid, Basingstoke, UK): la prima dopo 24±2 ore di incubazione 
del brodo, la seconda dopo 48±2 ore. Le piastre, opportunamente identificate, sono incubate a 
36±1°C per 24 ore. Su Xilosio Lisina Desossicolato (di seguito abbreviato con XLD) le colonie 
si differenziano per dimensione e colore (tabella 11): le colonie sospette per Salmonella si 








• Conferma biochimica mediante fermentazione dei carboidrati. Dal terreno XLD viene 
prelevata con un'ansa sterile la colonia sospetta, trasferita per infissione e successivo 
strisciamento sulla superficie inclinata del terreno Kligler Iron Agar (Oxoid, Basingstoke, UK). 
Kligler Iron Agar (abbreviato KIA) è infatti un terreno che viene distribuito in tubi di vetro da 
50 ml che, una volta sterilizzati con calore umido, sono fatti raffreddare in posizione inclinata, 
in maniera da ottenere un fondo di 3 cm e un becco di clarino (superficie inclinata). I tubi sono 
incubati a 36±1°C per 18-24 ore. Le reazioni per le specie di Salmonella consistono nella 
comparsa di una lieve reazione acida in profondità (colore giallo) con o senza alcalinizzazione 
della superficie inclinata (colore rosso), produzione di gas (bolle o rottura dell'agar) e di H2S 




                             
Salmonella spp. su XLD agar                                                                      Salmonella spp.   su KIA  










3.3.3 Ricerca Colifagi F-specifici 
I batteriofagi strutturalmente sono costituiti da una molecola di acido nucleico protetta da un involucro 
proteico. Similmente ai virus animali, possono moltiplicarsi esclusivamente all’interno della cellula 
ospite, metabolicamente attiva e competente. Negli ambienti acquatici i fagi infettanti i batteri del genere 
E. coli (colifagi ed F-specifici) sono i più rappresentati. Per i colifagi F-specifici (F-plus) la 
moltiplicazione nell’ambiente è possibile solo utilizzando come recettore il sex-pilus. La sintesi di questo 
recettore si verifica a temperature superiori a 30°C, ragion per cui, la moltiplicazione nell’ambiente di 
questi fagi è realizzabile soltanto se il loro batterio ospite ha sintetizzato precedentemente il sex-pilus 
nell’intestino degli omeotermi, prima di essere versato nel mezzo idrico. Allo stesso modo dei virus 
animali la durata della loro sopravvivenza dipende dalla presenza di sostanza organica nel mezzo e dalla 
loro associazione con le particelle solide, dalla temperatura, dalla loro esposizione ai raggi ultravioletti, 
dal pH, ecc. 
Il metodo 1602 descrive la procedura del single agar layer (SAL). A 100mL di campione viene aggiunto 
cloruro di magnesio (MgCl2), e un’aliquota di batterio ospite in fase logaritmica e 100 mL di TSA. 
L’intero volume verrà dispensato in più piastre e messe in incubazione per 24h a 36°C. Dopo il periodo 
d’incubazione le zone circolari di lisi sono contate e sommate per tutte le piastre di ogni campione. La 
quantità di colifagi nel campione è espressa come unità formanti placche PFU/100mL 
 
• iniziale dimostrazione delle capacità del laboratorio di produrre risultati, attraverso l'attuazione 
di un iniziale IPR test, l'analisi di campioni contaminati per valutare e documentare la qualità 
dei dati, e l'analisi di standard e bianchi come test per dimostrare una qualità accettabile 













Performance test In cosa consiste 
 
Quando eseguire il saggio 
IPR (initial precision 
and recovery) test 
 
Il laboratorio deve dimostrare la capacità 
di generare risultati accettabili attraverso 
un IPR test 
Eseguire IPR test prima di effettuare la 
procedura di analisi dei campioni 
Metodo bianco 
(controllo negativo) 
Il laboratorio deve analizzare il bianco 
(acqua deionizzata priva di colifagi) per 
dimostrare l'assenza di contaminazione 
 
 
Eseguire ad ogni analytical batch, cioè per 
ogni gruppo di campioni analizzati durante 
una stessa giornata  Ongoing precision 
and recorvery (OPR) 
(controllo positivo) 
 
Il laboratorio deve dimostrare che il 
sistema analitico sia sotto controllo 
 
Matrix spike (MS) 
test  
Il laboratorio deve verificare gli effetti 
della matrice ambientale (tipo di acqua) 
sull'efficienza di recupero del metodo, 
contaminando artificialmente e 
analizzando un'aliquota del campione 
raccolto 
Eseguire MS test ad ogni analisi di campioni 
prelevati da sorgenti d'acqua dalle quali il 
laboratorio non ha mai analizzato campioni 
Tabella 10-fasi preliminari da effettuare prima del test 
 
• Quantificazione della sospensione di Colifagi (procedura DAL). Si tratta di una fase 
preliminare per ogni test di controllo di qualità, nella quale la cultura di E.Coli è mescolata con 
TSA 0,7% e con il campione e vengono effettuate 4 diluizioni: intero , 10-1, 10-2, 10-3 . 
dopodiché l’intera miscela viene versata in piastre già preparate contenenti TSA 1.5%. 
 
• Procedura SAL che prevede l’inoculo di 10 mL di E.Coli in fase logaritmica in un aliquota di 
campione ,per poi essere successivamente aliquotato in piastre la cui lettura viene effettuata 

























































Method 1602: Single Agar Layer (SAL) Procedure
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3.3.4 Ricerca di Adenovirus 
3.3.4.1 Concentrazione dei campioni  
I campioni sono stati concentrati mediante un sistema di ultrafiltrazione a flusso tangenziale. Numerosi 
studi ne hanno dimostrato la validità come metodologia per concentrare le particelle virali sospese in 
ingenti campioni di acqua. Essa inoltre si dimostra di facile applicazione poiché non comporta variazioni 
di pH del mezzo in cui sono sospesi i virus in quanto la metodica non prevede l’assorbimento dei virus 
ai filtri, bensì una loro concentrazione a seguito di passaggi ripetuti e forzati del campione d’acqua 
attraverso il filtro e una conseguente separazione dei virus per la loro dimensione rispetto al cut-off della 
membrana filtrante. L’ultrafiltrazione prevede l’utilizzo di una pompa peristaltica (apparato Mini-
ultrasette-Omega OC- Pall) dotata di una di una membrana in polisulfone con taglio molecolare di 10K 
Dalton.  
Questo tipo di membrane viene utilizzato comunemente per concentrare in particolare enterovirus e 
batteriofagi contenuti nei mezzi idrici e presenta un’elevata capacità di recupero sia per i primi (Carducci 
et al., 1994) che per i secondi (Donia et al., 1998, Grabow 2001). Il metodo consente una minima 
manipolazione del campione evitando possibili contaminazioni.  
E’ possibile schematizzare la tecnica dell’ultrafiltrazione a flusso tangenziale in tre fasi, che vengono 
ripetute durante i due stadi successivi di concentrazione e che differiscono tra loro solo per le dimensioni 
del campione trattato, e conseguentemente per i volumi dei soluti utilizzati (per il secondo stadio vengono 
utilizzati metà volumi rispetto al primo stadio):  
•    Condizionamento della membrana: dopo un lavaggio preliminare con 2 L di acqua deionizzata 
a perdere per l’eliminazione della soluzione di mantenimento, la membrana viene caricata con 
300 ml di beef extract a pH 7 a ricircolo per 10 minuti per saturare i siti attivi della stessa e 








•     Concentrazione del campione: il campione di volume pari a 10 L passando attraverso la     
membrana a ricircolo (mantenendo una pressione pari a 0.5 bar e velocità costante), è stato 
concentrato fino a raggiungere quantità medie di 500 ml nel primo stadio e 40 ml nel secondo. 
Si procede, quindi, all’eluizione della membrana, effettuata per otto campioni con 300 ml di 
beef extract al 3% a pH 9 e per i restanti otto con un pari volume di Glicina all‟1% a pH 9.5 a 
ricircolo per 10 min. Successivamente l’eluato viene cumulato al concentrato.  
• Sanitizzazione della membrana: la membrana viene sanitizzata prima di essere utilizzata per i 
campioni successivi con ipoclorito all‟1% attraverso un primo lavaggio a perdere e due serie 
di lavaggi successivi effettuati a ricircolo per 15 minuti, seguiti da due litri di acqua deionizzata 
a perdere e una soluzione di soda (NaOH) 0.05N per il mantenimento della membrana. Il pH 
dei campioni concentrati è stato neutralizzato mediante l’aggiunta di HCl 1N.  
3.3.4.2 Trattamento al cloroformio  
È un metodo di decontaminazione valido solo se si ricercano virus nudi, perché questo trattamento 
provoca il dissolvimento dell’involucro che circonda i virus rivestiti. E’ un metodo utilizzato per 
eliminare contaminanti di natura batterica e chimica che potrebbero interferire con la successiva analisi 
del campione con metodi cellulare e molecolare (Muscillo et al., 1999)  
Si aggiunge il cloroformio al campione in rapporto 1:10 sotto cappa chimica e usando pipetta di vetro. 
Si agita manualmente per 15 minuti e si centrifuga a 3500 rpm (1200 xg) per 15-20 minuti, il surnatante 
recuperato, viene messo in provette falcon sterili e fatto aerare sull’agitatore per 2-3 ore sotto cappa 
biologica. Il campione viene poi conservato in congelatore a –20°C.  
3.3.4.3 Estrazione del DNA virale  
L’estrazione del DNA virale è stata effettuata mediante QIAamp DNA mini kit (QIAGEN, Roermond, 
Olanda). Il protocollo prevede l’estrazione dell’acido nucleico a partire da 200 µl di campione 
concentrato, con volume di eluizione finale di 200 µl.  
• Proteolisi enzimatica. In un tubo per microcentrifuga (eppendorf da 1.5 ml) sterile sono aggiunti 
20 µl di proteinasi K, 200 µl di campione concentrato e 200 µl di Buffer di lisi AL. 
Successivamente è eseguito un passaggio su vortex per 15 secondi, e il tubo per centrifuga è 







• Adsorbimento alla membrana. Al tubo per centrifuga sono aggiunti 200 µl di etanolo, viene 
eseguito nuovamente un passaggio su vortex per 15 secondi, e l’intero volume è trasferito in una 
microcolonna collocata nell’apposito tubo di raccolta. La microcolonna è centrifugata a 8000 rpm 
per 1 minuto e posizionata in un nuovo tubo di raccolta, il filtrato viene eliminato.  
 
• Rimozione dei contaminanti residui. Alla microcolonna sono aggiunti 500 µl di Buffer AW1, 
viene centrifugata a 8000 rpm per 1 minuto e posizionata in un nuovo tubo di raccolta, il filtrato 
viene eliminato. Successivamente alla microcolonna sono aggiunti 500 µl di Buffer AW2, quindi 
si centrifuga a 14000 rpm per 3 minuti. La microcolonna viene posizionata in un tubo per 
microcentrifuga (eppendorf da 1,5 ml) sterile, e il filtrato viene eliminato.  
 
• Eluizione dell’acido nucleico purificato. Alla microcolonna sono aggiunti 200 µl di Buffer di 
eluizione AE, e si centrifuga a 8000 rpm per 1 minuto. La microcolonna viene eliminata, e il 
filtrato viene conservato nella eppendorf.  
Il DNA estratto è stato utilizzato direttamente nel saggio di Real time PCR, oppure è conservato in 















3.3.4.4 qPCR per la determinazione di HAdV  
Il genoma di adenovirus è stato quantificato secondo il protocollo descritto da Henroth e colleghi (2002). 
La miscela di reazione in ciascun pozzetto della piastra da real time include 15 µl di mix (TaqMan 
Universal PCR Master Mix, primer forward e reverse e sonda TaqMan) e 10 µl di campione oppure di 
acqua sterile per il controllo negativo o di DNA standard opportunamente diluito, per un volume di 
reazione finale 25 µl come indicato in tabella 14. Sono eseguite cinque diluizioni seriali dello standard 
di DNA da 10
6 
a 10
2 CG/ml, utilizzate successivamente dal software ABI PRISM 7300 SDS per calibrare 
la concentrazione del gene target. Il campione, gli standard e il controllo negativo sono eseguiti in 
duplicato. Inoltre sono state saggiate diluizioni 1:10 dell’estratto per valutare l’effetto inibitorio sul 
saggio molecolare dei contaminanti organici presenti nelle matrici ambientali (Wyn-Jones et al.,2011) . 
Le diluizioni dell’estratto sono state eseguite in duplicato.  
Il risultato del software espresso in CG/µl è riportato a 10L moltiplicando per 4 000. Questo fattore di 
conversione tiene in considerazione l’analisi mediante PCR di 10 µl di estratto, il quale è stato ottenuto 
con QIAamp DNA mini kit a partire da 200 µl di eluato, e questo volume rappresenta a sua volta 















Tabella11-Componenti della miscela di reazione 
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3.3.3.5.1 qPCR per la determinazione di HAdV (TaqMan) 
 
Il genoma di adenovirus è stato quantificato secondo il protocollo descritto da Henroth e colleghi (2002), e 
adottato nell'ambito del progetto europeo VIROBATHE, riguardante la ricerca di nuovi metodi per l'indagine 
di adenovirus e norovirus nelle acque di balneazione europee. La miscela di reazione in ciascun pozzetto 
della piastra da real time include 15 μl di mix (TaqMan Universal PCR Master Mix, primer forward e reverse 
e sonda TaqMan) e 10 μl di campione oppure di acqua sterile per il controllo negativo o di DNA standard 
opportunamente diluito, per un volume di reazione finale 25 μl come indicato in tabella 14. Sono eseguite 
cinque diluizioni seriali dello standard di DNA da 106 a 102 CG/ml, utilizzate successivamente dal software 
ABI PRISM 7300 SDS per calibrare la concentrazione del gene target. Il campione, gli standard e il controllo 
negativo sono eseguiti in duplicato. Inoltre sono state saggiate diluizioni 1:10 dell'estratto per valutare 
l'effetto inibitorio sul saggio molecolare dei contaminanti organici presenti nelle matrici ambientali, come 
indicato da Wyn-Jones e colleghi (2011) sempre nell'ambito del progetto VIROBATHE. Le diluizioni 
dell'estratto sono state eseguite in duplicato. Il protocollo termico è stato impostato come indicato in 
tabella 13. Il risultato del software espresso in CG/μl è riportato a 10L moltiplicando per 4 000. Questo 
fattore di conversione tiene in considerazione l'analisi mediante PCR di 10 μl di estratto, il quale è stato 
ottenuto con QIAamp DNA mini kit a partire da 200 μl di eluato, e questo volume rappresenta a sua volta 
un'aliquota dei 40 ml di eluato derivanti dall'ultrafiltrazione del campione iniziale. 
 
Tabella 14 - Componenti della miscela di reazione per la ricerca di adenovirus umano 
 Concentrazione di soluzione di lavoro (μM) 
Volume per pozzetto (μl) 
Concentrazione di partenza 
Concentrazione finale 
in 25 μl 
Primer AdF 
22.50 (10 μl stock* in 34.44 
μl di acqua sterile) 
0.9 1.0 
Primer AdR 
22.50 (10 μl stock* in 34.44 
μl di acqua sterile) 
0.9 1.0 
Sonda AdP1 
11.25 (10 μl stock* in 78.89 
μl di acqua sterile) 
0.225 0.5 
TaqMan Universal 
PCR Master Mix ** 
  12.5 
Volume totale mix   15 
Campione   10 
VOLUME TOTALE 
DI REAZIONE (μl) 
  25 
* Le soluzioni di lavoro sono preparate a partire da stock 100 μM 
** TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystem, Foster City, USA) contenente oligonucleotidi con dUTP, 
UNG Amperase, DNA polimerasi AmpliTaq Gold (DNA polimerasi con attività 5'-3' esonucleasica funzionale alla 
rilevazione dell'amplificato con sistema Taqman) 
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campioni nella piastra multipozzetto. Gli strumenti utilizzati in ciascuna cappa non sono utilizzati nell'altra 
(es. pipette, vials, provette). Ad ogni utilizzo i piani di lavoro vengono disinfettati con candeggina ed esposti 




Tabella 12 - Sequenze e rispettive concentrazioni degli oligonucleotidi inclusi nel saggio di Real-Time PCR  
Virus Primer e sonde 
Concentrazione 
per volume di 
reazione (μM) 
Sequenza (5'-3') Autore 
Adenovirus 
umano (HAdV) 
Primer AdF* 0.9 CWTACATGCACATCKCSG G 
Hernroth et 
al., 2002 
Primer AdR* 0.9 CRCGGGCRAAYTGCACCA G 




Epatite A (HAV) 
Primer HAV 1Q 0.3 AGGCTACGGGTGAAACCTCTTAG Casas et al., 




Primer JJV2F 1 CAAGAGTCAATGTTTAGGTGGATGAG 
Skraber et 
al., 2009 







Primer EVF 0.6 GGCCCCTGAATGCGGCTAAT 
Donaldson 
et al., 2002 
Primer EVR 0.6 CACCGGATGGCCAATCCAA 
Sonda EV** 0.250 
FAM-CGGACACCCAAAGTAGTCGG 
TTCCG-TAMRA 
* Primer degenerati, costituiti da una miscela di oligonucleotidi che differiscono per alcune basi all'interno della 
sequenza: A+T (W), G+T (K), C+G (S) 




Tabella 13 - Protocollo termico con le condizioni di reazione (temperatura e tempo) 
 
Fase di attivazione 
della UNG* 
Attivazione della DNA 
polimerasi 
Cicli termici  




Temperatura (°C) 50 95 95 60 
Tempo (min:sec) 2:00 10:00 0:15 1:00 




















4.1 Analisi Statistica 
 
 
I dati raccolti sono stati studiati tramite analisi statistiche utilizzando i programmi Excel e Graphpad 
Prism. 
I test utilizzati sono stati: ANOVA a una via; correlazione, tdi Student per dati appaiati. 
I campioni risultati negativi alle analisi sono stati considerati con i valori corrispondenti al limite di 
sensibilità della tecnica utilizzata, ovvero: 	
- 5 CG/µl per la Real Time PCR;  
-1 PFU/100ml per i test di rilevazione normati ISO.  
Il monitoraggio condotto sui tre corsi d'acqua ha mostrato complessivamente una ridotta concentrazione 
dei batteri indicatori (Tabella 1). 
 Il livello di contaminazione non differisce nei tre fossi (ANOVA a una via, P > 0.05). 
Tutti i campioni analizzati sono risultati negativi per la presenza di Salmonella spp. Dall'isolamento su 
XLD agar sono emerse colonie morfologicamente sospette per la presenza di Salmonella, che tuttavia è 





















Tabella1- Risultati complessivi delle analisi 










FIUMETTO      
21/05/15 403 <38 0 1,31E+08 NEGATIVO 
03/06/15 <38 78 7 3,36E+07 NEGATIVO 
16/06/15 38 119 3 6,71E+07 NEGATIVO 
29/06/15 450 38 1 1,19E+07 NEGATIVO 
27/07/15 1228 78 20 4,54E+06 NEGATIVO 
24/08/15 9366 <38 30 7,13E+06 NEGATIVO 
26/10/15 1257 255 6 4,00E+06 NEGATIVO 
      
MOTRONE      
21/05/15 2420 299 1 2,81E+08 NEGATIVO 
03/06/15 <38 <38 0 NEGATIVO NEGATIVO 
16/06/15 <38 38 0 9,58E+07 NEGATIVO 
29/06/15 <38 38 0 1,06E+07 NEGATIVO 
27/07/15 1353 350 8 NEGATIVO NEGATIVO 
24/08/15 281 160 2 NEGATIVO NEGATIVO 
26/10/15 <38 38 18 6,40E+06 NEGATIVO 
      
ABATE      
03/06/15 <38 <38 0 5,23E+06 NEGATIVO 
16/06/15 <38 <38 5 3,85E+08 NEGATIVO 
29/06/15 <38 <38 2 6,82E+05 NEGATIVO 
 
Dei 26 campioni esaminati: 11 sono risultati positivi per la presenza di E.Coli e 14 per la presenza di 
Enterococchi, mentre per gli altri campioni i livelli dei batteri indicatori sono risultati inferiori rispetto al 
limite di rilevabilità della tecnica di 0.38 MPN/100ml.  
Nelle due date in cui il prelievo è stato effettuato con pioggia (27 Luglio e 24 Agosto), tutti i campioni 
sono risultati positivi agli indicatori, ed inoltre in queste date sono stati registrati i livelli di batteri 
indicatori più elevati: 3.5 MPN/100 ml per gli enterococchi nel fosso Motrone nel prelievo del 27 Luglio 
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Solo 11 dei campioni analizzati sono risultati positivi per la presenza di Colifagi con una media di 
concentrazione di 
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Nei tre corsi d'acqua i livelli di HAdV raggiungono mediamente le 10
7 CG/10L(Tabella 2).Nel fosso 
Fiumetto la concentrazione virale oscilla tra 4.54 x 10
6 
e 1.31 x 10
8 CG/10L;nel fosso Motrone la 
concentrazione oscilla tra 7.75 x 10
6 
e 2.81 x 10
8 CG/10L  e infine nella fossa dell'Abate la concentrazione 
varia tra un minimo di 6.82 x 10
5 
e 3.85 x 10
8 
CG/10L . (Figura 4) 
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	 FIUMETTO	 MOTRONE	 ABATE	
21/05/15	 1,31E+08	 2,81E+08	 analisi	non	effettuata	
03/06/15	 3,36E+07	 negativo	 5,23E+06	
16/06/15	 6,71E+07	 9,58E+07	 3,85E+08	
29/06/15	 1,19E+07	 1,06E+07	 6,82E+05	
27/07/15	 4,54E+06	 negativo	 analisi	non	effettuata	
24/08/15	 7,13E+06	 negativo	 analisi	non	effettuata	






Per le foci Fiumetto e Motrone è stato possibile applicare il t di Student per dati appaiati (Tabella2-3) per 
valutare la differenza di contaminazione batterica tra il 2014 (dati ARPAT relativi alle acque di mare ai 
fini della balneazione) e 2015 in relazione ai vari livelli di precipitazioni e di temperatura registrate nei 
due anni. L’andamento dei tre indicatori, nei due anni e nelle stesse giornate di prelievo, è stato graficato  
(Figura 5) .  
 
Figura 5- Andamento delle concentrazioni di E.Coli ed Enterococchi nel 2014 (ARPAT) e nel 2015 nelle stesse date dei 
prelievi 
 
   
 
























































































































































































































































































































pioggia	 data	 E.C	 EI	
0	 19/05/14 2	 2	
0	 03/06/14 2	 3,113	
3,2	 16/06/14 2	 2,477	
7,4	 30/06/14 0	 0	
0	 28/07/14 3,845	 3,301	
0,8	 25/08/14 0	 3,301	
0	 13/10/14 3,230	 2,778	
0 21/05/15 3,383	 2,475	
0 03/06/15 0	 0	
0,2 16/06/15 0	 1,579	
0 29/06/15 0	 1,579	
0,4 27/07/15 3,131	 2,544	
14,2 24/08/15 2,448	 2,204	
0 26/10/15 1,579	 0	
	    
    
    
    
    
	  FIUMETTO	2014-15	
mm	
pioggia	 data	 E.C		 EI	
0	 19/05/14 3,255	 4,620	
0	 03/06/14 1,698	 4,621	
3,2	 16/06/14 4,653	 4,621	
7,4	 30/06/14 2,903	 4,621	
0	 28/07/14 3,477	 4,621	
0,8	 25/08/14 3,531	 4,621	
0	 13/10/14 3,662	 4,622	
0 21/05/15 2,605	 0	
0 03/06/15 0	 1,892	
0,2 16/06/15 1,579	 2,075	
0 29/06/15 2,653	 0	
0,4 27/07/15 2,107	 1,892	
14,2 24/08/15 3,971	 1,579	







	   
SD	 1,17450314	 1,7991821	
ANTILOG(SD)	 14,9452486	 62,9770197	
	   
VAL	MIN	 0	 0	
VAL	MAX	 4,65321251	 4,62247307	
	   
N°	OSSERV.	 14	 14	




	   
SD	 1,444358895	 1,18797663	
ANTILOG(SD)	 27,82011332	 15,416175	









Durante i prelievi sono stati registrati anche i valori delle temperature (C°) tramite misurazione sul posto 
mentre i valori dei mm di pioggia, in caso di precipitazioni nel giorno precedente o nel giorno stesso del 
prelievo, sono stati ricavati dal sito dell’ ARPAT. 
In relazione a questi valori sono stati effettuati test di correlazione con gli indicatori batterici e virali 
ricercati.  
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Le correlazione fatte tra indici fisici e i singoli indicatori non hanno dato significatività, ad eccezione di 
E. Coli, i cui valori hanno dimostrato di essere debolmente correlati (R^2 = 0,17457) con i mm di pioggia; 
così come dalla correlazione tra E.Coli , Enterococchi e colifagi.(Figure dalla 8 alla 13)  
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Non hanno dato significatività le correlazioni, tra indicatori batterici e genoma di HAdV e tra colifagi e 
genoma di HAdV. Invece dalla correlazione tra E.Coli , Enterococchi e colifagi è emersa una debole 
significatività.  

















Figura 26 – Correlazione tra Enterococchi e genoma di HAdV 
 
 
Figura 27 – Correlazione tra colifagi e genoma di HAdV 
 
 
y = -0,5134x + 7,67 























Relazione tra EI e genoma di HAdV 
Serie1 
Lineare (Serie1) 
y = -0,1647x + 7,0106 



























Figura 24 – Correlazione tra  genoma e infettività di HAdV  
 
 
Figura 25 – Correlazione tra E.Coli e genoma di HAdV 
y = -0,2089x + 3,4738 
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y = -0,1057x + 7,0048 


























Figura 26 – Correlazione tra Enterococchi e genoma di HAdV 
 
 
Figura 27 – Correlazione tra colifagi e genoma di HAdV 
 
 
y = -0,5134x + 7,67 























Relazione tra EI e genoma di HAdV 
Serie1 
Lineare (Serie1) 
y = -0,1647x + 7,0106 



















































Figura 28 – Correlazione tra colifagi e infettività di HAdV 
 
 
Figura 29 – Correlazione tra E.Coli e colifagi 
 
y = -0,0101x + 2,0717 

























y = 0,2554x + 0,8582 

















Relazione tra E.Coli e colifagi 
Serie1 
Lineare (Serie1) 




Figura 30 – Correlazione tra EI e colifagi 
y = 0,4504x + 0,6209 


























I parametri microbiologici oggetto di studio sono stati sia gli indicatori di contaminazione fecale (E. coli, 
enterococchi, adenovirus umano) sia microrganismi patogeni (Adenovirus e Salmonella spp.) poiché da 
numerosi studi in letteratura emerge come non sempre gli indicatori siano in grado di correlare con la 
presenza di germi patogeni più resistenti, in particolare virus e protozoi (Gerba et al., 1979; Mansilha et 
al., 2010, Gibson et al., 2011).  
In tutti i punti di prelievo dei fossi considerati sono state rilevate concentrazioni elevate di adenovirus, 
un indicatore della presenza virale che esprime una resistenza ai trattamenti delle acque maggiore rispetto 
ai tradizionali indicatori di contaminazione fecale  
Da un punto di vista quantitativo, le concentrazioni medie di genoma di HAdV, trovate in questo lavoro 
di tesi, oscillano tra 10
6 e 10
7 CG/10L, un ordine di grandezza paragonabile a quello degli effluenti 
primari di depuratori (Shidu et al., 2013; Haramoto et al., 2007; Bofill-Mas et al., 2006).Questi sono 
valori superiori rispetto a quelli riportati in letteratura, che riportano valori HAdV nelle acque di fiume 
compresi tra 10
3 e 10
4 CG/10L (Rusiñol et al., 2015; Albinana-Gimenez et al., 2009; Fong et al., 2010).  
In opposizione a queste alte concentrazioni di adenovirus ci sono quelle degli indicatori batterici. 
I livelli di batteri indicatori non correlano con quelli di HAdV.  
Questa mancata correlazione è un fenomeno noto in letteratura, in particolare quando le concentrazioni 
dei batteri indicatori sono ridotte. Contreras-Coll e collaboratori ,in un lavoro del 2002, hanno effettuato 
un monitoraggio sulle acque di balneazione e sui liquami in diversi paesi europei, dal quale è emerso  
esserci una forte correlazione tra indicatori virali ed E. coli nei liquami ,dove le concentrazione di E.Coli 




CFU/100 ml); mentre nelle acque di balneazione, dove i livelli di E. coli 
sono inferiori a 100 CFU/100 ml questa correlazione viene meno. Tale constatazione suggerisce come 
l’HAdV, in qualità di indicatore virale, fornisca informazioni diverse rispetto agli indicatori batterici in 










Il litorale apuo-versiliese è una fascia costiera a forte vocazione turistica, in cui la qualità delle acque di 
balneazione è compromessa dalla presenza delle foci fluviali di tre piccoli corsi d'acqua, i fossi Fiumetto, 
Motrone e Abate, che per questo motivo saranno oggetto di una sperimentazione volta all'abbattimento 
delle cariche microbiche, con impianti di sanificazione che verranno posizionati entro la fine del 2016. 
La campagna di monitoraggio effettuata durante la stagione estiva 2015 sui tre corsi d'acqua ha 
evidenziato una diffusa contaminazione da parte di adenovirus, un indicatore virale di contaminazione 
fecale.  
La mancata correlazione tra adenovirus ed entrambi i batteri indicatori (E. coli, enterococchi) suggerisce 
come gli indicatori virali forniscano informazioni complementari agli indicatori batterici circa la 
diffusione nelle acque di agenti patogeni resistenti ai sistemi di disinfezione, come i virus enterici e le 
forme di resistenza dei protozoi. Il monitoraggio di adenovirus può pertanto rappresentare uno strumento 
utile per valutare l'efficienza di disinfezione degli impianti di sanificazione. Anche il monitoraggio di 
colifagi F-specifici si può dimostrare utile a questo scopo e potrebbero essere dei modelli /surrogati per 
i virus enterici. Questa conclusione è basata in particolare sulla struttura, composizione, dimensione e 
modo di replicarsi che assomiglia di più ai virus enterici che i comuni indicatori batterici. (Coetze 
1962;Tartera et al. 1989; Grabow 1996).  
Visti, anche i risultati del presente studio, nel quale la presenza di HadV non è sempre associata alla 
presenza di colifagi; porta a considerarli come parte di una combinazione di microrganismi indicatori 
(Payment et al.1985 ;Grabow 1990) e non come unici indicatori di contaminazione. 
La pressione che determina la selezione di specifici organismi patogeni idrodiffusibili e la loro 
circolazione in un’area è dovuta alla presenza di fonti di contaminazione microbiologica e dall’ attività 
antropica, la morfologia del territorio e le condizioni meteoclimatiche. 
Per queste ragioni sarebbe utile monitorare più parametri fisici e effettuare studi sul microambiente nel 
quale vengono effettuati i campionamenti in modo d’avere un quadro il più preciso possibile di un sistema 
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